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1 Einleitung

Die World Health Organisation (WHO) definiert den akuten Schlaganfall als ein sich schnell
entwickelndes Zeichen von fokaler oder globaler Stérung der zerebralen Leistung. Das am
haufigsten vorkommende Symptom ist eine akut einsetzende Schwache und Taubheit in
Gesicht, Armen oder Beinen, wobei es haufig nur eine Korperseite betrifft. Die Symptome
halten mindestens 24 Stunden oder an oder fuhren direkt zum Tod, mit der vaskularen
Genese als einzige Erklarung (Bonita, 1992).

Kardiovaskulare Erkrankungen sind laut Angaben der WHO die haufigste Todesursache
weltweit, dabei ist der akute Schlaganfall die Zweithaufigste. Im Jahr 2015 starben weltweit
17,7 Millionen Menschen an kardiovaskularen Erkrankungen. Davon starben ungefahr 6,7
Millionen Menschen an Schlaganfallen (World Health Organisation, Stand Mai 2017). In
Deutschland ist der akute Schlaganfall ebenfalls die zweith&dufigste Todesursache (Robert-
Koch-Institut, Journal of health monitoring, 2017).

In der Pathogenese des akuten Schlaganfalls lassen sich im Wesentlichen zwei Ursachen
unterscheiden. Zum einen den akuten ischamischen Schlaganfall (AIS) mit 70-80% und die
intrazerebrale Blutung mit ca. 10% (Khaw und Kessler, 2006). Weitere Ursachen verteilen
sich auf 5% Subarachnoidalblutungen und 5-10% sonstige, beziehungsweise
unklassifizierte Ursachen (Khaw und Kessler, 2006). Zur Differenzierung dieser Ursachen
ist bei Verdacht auf einen akuten Schlaganfall eine unverzigliche Durchfiihrung einer, je
nach Mdglichkeit, nativen kranialen Computertomographie (CCT) oder eines MRT des
Kopfes wichtig (Leitlinien fiir Diagnostik und Therapie in der Neurologie, Erganzung 2015).
Als die wesentliche Akutbehandlung des AlS ist nach wie vor die rekanalisierende Therapie
mit Fibrinolytika anzusehen. Laut den aktuellen Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fur
Neurologie (DGN) zur Akuttherapie des ischamischen Schlaganfalls ist fir die
Rekanalisierung eine intravendse Therapie mit dem rekombinanten Plasminogenaktivator
(rt-Pa) mit 0,9 mg/kg Koérpergewicht (maximal 90mg), davon 10% der Gesamtdosis als
Bolusgabe und den Rest als 60minutige Infusion zu verabreichen. Dieses sollte innerhalb
eines 4,5 Stunden-Zeitfensters geschehen. Andere Thrombolytika aul3er rt-Pa sollten nur
in klinischen Studien verwendet werden (Leitlinie fir Diagnostik und Therapie in der

Neurologie, Ergénzung 2015).

Die deutsche Gesellschaft fir Neurologie fligte im Oktober 2015 Erganzungen der aktuellen
Leitlinien der Akuttherapie des isch&mischen Schlaganfalls anhand von aktuellen Studien
hinzu. Unter anderem finden sich folgende neue Empfehlungen in der Leitlinie (Leitlinie fir

Diagnostik und Therapie in der Neurologie, Erganzung 2015):



¢ Eine intraventse Therapie mit rt-Pa sollte innerhalb 4,5 Stunden nach Beginn erster

neurologischer Symptome erfolgen. Eine obere Altersgrenze zur Behandlung

ischamischer Schlaganfalle besteht nicht mehr.

¢ Bei einem selektiven Patientengut kann die intravendse Thrombolyse bis zu einem

Zeitfenster von 6 Stunden erfolgen. Fir diese individuellen Heilungsversuche sollte

eine Bildgebung (Mismatch-Bildgebung) herangezogen werden.

e Patienten mit geringem Schwereqgrad eines Schlaganfalls, mit Diabetes mellitus, mit

ricklaufigen Symptomen, mit einem Schlaganfall oder einer gréf3eren Operation in

den vergangenen 3 Monaten konnen ebenfalls einer Thrombolysetherapie

unterzogen werden.

Diese neuen Empfehlungen beruhen auf einer Vielzahl neuerer Studien zum Thema
Akuttherapie des ischamischen Schlaganfalls.

Beispeilsweise wurde die IST-3 Studie (the third international stroke trial) im Jahr 2012
verOffentlicht. Dabei handelte es sich um ein multizentrisches, randomisiertes
Studiendesign, welches in 12 L&ndern 3035 Patienten mit akutem ischamischem
Schlaganfall in die Studie einbezog. Das Besondere dabei war, dass sie gerade die
Patienten untersuchte, die in den Ublichen Studienkriterien ausgeschieden waren. Die IST-
3 Studie wollte aufzeigen, dass genau dieses Patientenkollektiv ebenfalls von einer
intravendsen Thrombolysetherapie mit rt-Pa profitieren konnte. 1617 (53 %) der 3035
Patienten waren alter als 80 Jahre. Der primare Endpunkt wurde anhand der Oxford
Handicap Scale (OHS) von 0-2 Punkten nach 6 Monaten festgelegt (IST-3 group, 2012).
Bei 0-2 Punkten der OHS ist es dem Patienten mdglich, seinen Alltag selbststandig zu
bewaltigen. Dieser primare Endpunkt wurde in der Studie nicht erreicht, aber es zeigte sich
eine signifikant bessere Punktzahl der OHS bei den Patienten mit der rt-Pa- Therapie als
bei der Kontrollgruppe mit dem Placebo (p=0,001). Insbesondere schien der positive Effekt
einer systemischen Thrombolysetherapie bei Patienten Gber 80 Jahre mindestens ebenso
grof3 zu sein wie bei Patienten, die junger als 80 Jahre waren (IST-3 group, 2012).

Des Weiteren fand die IST-3 Studie heraus, dass Patienten mit einer geringeren Schwere
eines Schlaganfalls (National Institutes of Health Stroke Scale, NIHSS 0-4) nicht weniger
von einer rt-Pa-Therapie profitieren, als die Patienten mit einem hdheren Schwergrad
(NIHSS = 22) eines Schlaganfalls. Zusatzlich wurden einige Patienten, die bereits zuvor
mittels multimodaler Bildgebung selektiert wurden, bis zu einem Zeitfenster von 6 Stunden
lysiert. Hier konnte kein Anhalt fir grof3eres Risiko der Lysetherapie, auch im Sinne der
Nachbeobachtung (6 Monate) gesehen werden. Allerdings zeigte sich der gré3te Effekt der
systemischen Thrombolysetherapie innerhalb von 3 Stunden (IST-3 group, 2012).



Zusatzlich zur medikamenttsen Rekanalisation kann eine mechanische Rekanalisation
indiziert sein. Hierbei kann eine mechanische Thrombektomie bei der Untergruppe der
Schlaganfallpatienten mit einem akuten Verschluss der groRen arteriellen Gefalie bis zu 6
Stunden nach Symptombeginn erfolgen. Zuséatzlich darf eine medikamentdse Therapie mit
rt-Pa innerhalb der 4,5 Stunden begonnen werden. Die mechanische Thrombektomie stellt
die Erstlinientherapie bei Patienten mit akuten Verschlissen der proximalen Arterien des
Circuclus willisii und A. basilaris und ggf. der intrakraniellen A. carotis interna dar, welche
Kontraindikation fur eine medikamentdse Thrombolyse aufweisen (Leitlinie fir Diagnostik
und Therapie in der Neurologie, Erganzung 2015).

Eine Reihe von Risikofaktoren spielen bei der Pathogenese der Kkardio- und
zerebrovaskuldaren Erkrankungen eine wichtige Rolle. Es gibt unbeeinflussbare
Risikofaktoren, wie das hohere Lebensalter, Geschlecht (Frauen haben eine hoéhere
Wahrscheinlichkeit einen akuten Schlaganfall zu erleiden) und die genetische
Pradisposition (Khaw und Kessler, 2006). Wesentlich beeinflussbare Risikofaktoren,
welche gleichermal3en fur kardio- und zerebrovaskulare Erkrankungen gelten, sind:

o Arterielle Hypertonie (= 140mmHg systolisch, =2 90mmHg diastolisch)

e Diabetes mellitus

e Adipositas (BMI = 30kg/m?), auch Taillenumfang >88cm (Frauen) und > 102cm
(Mé&nner)

e Fettstoffwechselstorung

¢ Nikotinabusus

In der sekundaren Pravention von kardio- und zerebrovaskuléaren Ereignissen spielt die
Eindammung mdglicher Risikofaktoren eine grof3e Rolle. Dabei beinhaltet der Begriff
Sekundarprophylaxe die Behandlung von Patienten nach Uberlebten kardio- und
zerebrovaskularen Ereignissen. So gehdort neben einer Lebensstilanderung, wie zum
Beispiel Sport, gesunde Ernéhrung, auch eine mogliche medikamentdse Pravention dazu.
Die Thrombozytenaggregationshemmer nehmen dabei eine zentrale Rolle in der
medikamenttsen Sekundarprophylaxe ein. Derzeit hat sich in den meisten europaischen
Landern eine Sekundarprophylaxe mit Aspirin® (ASS) 100mg pro Tag gegentber anderen
Thrombozytenaggregationshemmern durchgesetzt. ASS spielt allerdings in der

Priméarpravention keine Rolle (Antithrombotic Trialists' Collaboration, 2009).

Andere zugelassene Thrombozytenaggregationshemmer fur die Sekundarprophylaxe des
ischamischen Schlaganfalls und der transsitorisch ischdmischen Attacke (TIA) in
Deutschland sind. Clopidogrel, eine Kombination von ASS mit Dipyridamol und Ticlopidin.
Laut Empfehlung zur Sekundarprophylaxe sollten Patienten mit einem ischamischen



Schlaganfall oder TIA ASS erhalten. Alternativ kann auch Clopidogrel oder die Kombination
von ASS mit retardiertem Dipyridamol gegeben werden. Dipyridamol wird aktuell von den
Kostentragern in der ambulanten Behandlung nicht mehr erstattet, was zu einem fast
vollstindigen Verschwinden des Medikamentes in der Sekundéarprophylaxe des
Schlaganfalls gefihrt hat.

Keines dieser Medikamente ist den anderen gegentiber tberlegen. In der CAPRIE-Studie
fand sich fur die Subgruppe Hirninfarkt kein Vorteil im Vergleich von ASS zu Clopidogrel.
(CAPRIE Steering Comittee Lancet, 1996). Ticlopidin wird bei auftretenden
Blutbildveranderungen (Leukopenien) in der Regel nicht mehr verwendet (Deutsche
Schlaganfall-Gesellschaft und Deutsche Gesellschaft fiir Neurologie, 2013; gltig bis 2020).
Aktuell wird die duale Thrombozytenaggregationshemmung aus ASS und Clopidogrel in
der akuten Phase nach Schlaganfall oder TIS diskutiert. Hintergrund sind zwei Studien, bei
der eine dieser beiden Studien, durchgefiihrt in China, eine Uberlegenheit der Kombination
im Vergleich zur Monotherapie gezeigt hat (CHANCE-Trial, Wang et al., 2013). Diese fuhrte
aber wegen der mangelnden Ubertragbarkeit der Ergebnisse von chinesischen auf
kaukasische Patienten nicht zur Umsetzung in eine Handlungsempfehlung in den Leitlinien
in Deutschland. Eine weitere randomisierte klinische Studie (POINT-Trial), wurde im Juli
2018 publiziert und zeigte bei Patienten mit leichteren Schlaganfallen und Hoch-Risiko-TIA
eine Reduktion des gemeinsamen Endpunkts einer zerebralen oder kardialen Ischamie
oder vaskuldren Tods nach 90 Tagen durch die duale Plattchenhemmung mit
Acetylsalicylsaure und Clopidogrel im Vergleich zur Monotherapie mit ASS allein. Nach
langerer Behandlungsdauer als einer Woche begann die Hirnblutungshaufigkeit den Benefit
aufzuheben (Johnston et al., 2018).

Aufgrund der Lebensweise in den Industrienationen kommt es zu einer hohen Pravalenz
an kardio- und zerebrovaskularen Erkrankungen und somit bei Patienten, die einen
ischamischen Schlaganfall erleiden, zu einem grof3en Patientenkollektiv mit ASS in ihrer
Pramedikation. In den Leitlinien der der European Stroke Organisation ergibt sich keine
Kontraindikation fir die Nutzung der intravendsen thrombolytischen Therapie, wenn ein
Thrombozytenaggregationshemmer in der PrAmedikation zu finden ist. Interessanterweise
zeigte eine randomisierte klinische Studie eine erhdhte zerebrale Blutungsrate, wenn bei
einem Thrombozytenaggragationshemmer-naiven Patienten 300 mg ASS innerhalb von 90
Minuten nach Beginn der intravenésen Thrombolyse beim akuten Hirninfarkt erganzt wurde
(ARTIS-Trial, Zinkstok et al., 2012). Die aktuellen Leitlinien besagen, dass mit ASS aber
erst 24 Stunden nach Thrombolysetherapie begonnen werden sollte, um mdgliche
Blutungsrisiken zu minimieren (European Stroke Organisation 2008.) Dieses sollte dann
binnen 48 Stunden begonnen und dauerhaft eingenommen werden (Deutsche

Schlaganfall-Gesellschaft und Deutsche Gesellschaft fir Neurologie, 2013; gultig bis 2020).



Einige Klinische Studien zeigten bereits bei zu vorheriger Einnahme eines
Thrombozytenaggregationshemmer eine hohere Rekanalisierungsrate im Falle eines
zerebrovaskularen Ereignisses (Sanak et al., 2012). Jedoch gab es auch widersprtichliche
Ergebnisse bei der Bestimmung der Rate an Revaskularisierungen bei frihem Eingreifen
bei diesen Patienten (Ibrahim et al 2010). Abgesehen von diesen klinischen Beobachtungen
ist der Einfluss von ASS auf die Blutgerinnung und die Thrombusstruktur unbestreitbar, wie
in-vitro-Studien zeigen (Ajjan et al., 2009). Jedoch wurde bisher nur selten der Einfluss von
ASS in Kombination mit medikamentdser Thrombolyse untersucht.

In Anbetracht der Bedeutung von ASS in der Sekundarpravention und der Thrombolyse
beim AIS, war das Ziel dieser in-vitro-Studie, den Einfluss von ASS in der Pramedikation
auf verschiedene (Sono-) Thrombolysetherapien zu untersuchen. Es sollte eine Verbindung
zwischen den schon beobachteten Einflissen von ASS auf die Thrombusstruktur in Studien
und den klinischen Beobachtungen von intravendser Thrombolyse in Patienten mit ASS in
der Pramedikation hergestellt werden.

Dabei fand diese in-vitro-Studie in einem standardisierten Setting und unter Genehmigung
der Ethikkommission, Aktenzeichen 07-193 mit Genehmigung am 09.08.2012, von 2012
bis 2013 statt. Die Thrombolyse wurde mit dem rekombinanten Plasminogenaktivator
Altplase (rt-PA) oder Desmoteplase (DSPA) durchgefiihrt, jeweils mit und ohne zusatzlicher
Ultraschall-Applikation.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sa%C5%88%C3%A1k%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22156368

1.1 Physiologische Blutgerinnung

1.1.1 Ubersicht Blutgerinnung

Im Allgemeinen lasst sich die physiologische Blutgerinnung in die primare und die
sekundare Hamostase einteilen. Die primadre Hamostase ist durch die reversible
Thrombozytenaggregation (,weil3er Thrombus®) gekennzeichnet. Des Weiteren sind die
BlutgefalRe, sowie freigesetzte blutstillende Stoffe beteiligt. Ursache dieser priméaren
Hamostase liegt in einer Verletzung mit Einriss der GefaRe (Broos et al., 2011). Die
sekundare Hamostase schlief3t sich, ohne dass eine Abgrenzung mdglich ist, an die primare
Hamostase an. In der sekundaren Hamostase findet zum einen die Aktivierung
verschiedener Gerinnungsfaktoren und zum anderen die Rekrutierung von Erythrozyten

und Leukozyten statt. Dabei entsteht ein sogenannter ,roter Thrombus*.

1.1.2 Primare Hamostase

Es handelt sich bei der primaren Hamostase um eine vorlaufige Blutstillung, indem eine
Vasokonstriktion und eine Aggregation, sowie Anheftung der Thrombozyten (mechanischer
Verschluss) an das verletzte Endothel stattfindet. Die Aggregation und Anheftung werden
durch verschiedene Glykoproteine vermittelt (Kehrel, 2008).

Kommt es zu einer Verletzung von Endothel wird Kollagen, welches sich unterhalb der
Basalmembran des Endothels befindet, freigelegt. An dieses freigelegte Kollagen bindet
der von-Willebrand-Faktor (vWF) und markiert dieses fur die Vermittlung der Thrombozyten.
Bei dem vWF handelt es um ein Glykoprotein, welches als Adapterprotein bei der primaren
Hamostase fungiert. VWF wird sowohl von Endothelzellen als auch von Megakaryozyten,
den Vorlaufern der Thrombozyten, gebildet. Zum anderen findet sich vVWF in den Alpha-
Granula (a-Granula) der Thrombozyten, in Weibel-Palade-Kdrpern des Endothels oder im
Blut zirkuierend (Broos et al., 2011). Der vVWF besteht aus mehreren Doméanen, womit er
einerseits an das freigelegte Kollagen und andererseits an das bei den Thrombozyten
vorkommende Glykoprotein Glb binden kann. Diese Thrombozyten werden durch die
Bindung zusatzlich aktiviert. Diese Aktivierung wird zudem noch durch weitere Faktoren
getriggert: unter anderem Thrombin, Kollagen, ADP, Thromboxan A,, Serotonin, Adrenalin,

Matrix-Metalloprotease 2, Faktor Xa, Immunkomplexe, Komplementfaktoren, Vasopressin,
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Plasmin, gewebespezifischer Plasminogenaktivator, PAF, Streptokinase, oxidiertes LDL
und bakterielle Toxine. Des Weiteren kommt es durch hohen Scherstress auch zur
Aktivierung der Plattchen, wie zum Beispiel bei arteriosklerotisch veranderten Gefalien,
was wiederum einer der groRen Risikofaktoren bei Schlaganfall darstellt (Kehrel, 2008).
Durch diese Aktivierung kommt es zu folgenden Ereignissen (Broos et al., 2011; Kehrel,
2008):

¢ Morphologieveranderung der Thrombozyten: Von der flachen Scheibenform in die
abgerundete Form mit Ausbildung von sogenannten Pseudopodien (mehrere

Mikrometer lange Fortsatze).

e Verschmelzung der Granula mit der Plasmamembran der Thrombozyten und somit
Freisetzung der enthaltenen Stoffe (unter anderem Thromboxan A2, welche die

Blutgerinnung weiter unterstitzen.

e Veranderung des Glykoproteins GlIb/lllain der Plasmamembran der Thrombozyten,
welches wiederum die Aggregation der Thrombozyten unterstiitzt und an denen

Fibrinogen binden kann.

e Vor Morphologieverdnderung befinden sich 40.000- 50.000 Molekile des Glib/llla
Glykoproteins verteilt auf der Oberflache der Thrombozyten (ca. 50% der
Oberflache). Diese Anzahl wird bei Fusion der Alpha-Granula mit der

Thrombozytenoberflache massiv erhdht.

e Die Alpha-Granula enthalten multiple Adh&sionsproteine, Gerinnungsfaktoren (z.B.
Faktor V) und Inhibitoren (z.B. Protein C), die bei Fusion freigesetzt werden. Zudem
enthalt die Alpha-Granula-Membran das P-Selektin, welches bei Fusion (und
Aktivierung) auf die Thrombozytenoberflache gelangt und vermittelt die Bindung an

Neutrophilen und Monozyten.

So kommt es bei diesen Vorgdngen letztendlich zu der Bildung eines reversiblen

Thrombozytenpropfes (weil3er Abscheidungsthrombus).

1.1.3 Sekundare Hamostase

Der in der priméren Hamostase gebildete Thrombozytenpfopf kann allein keine Lasionen
dauerhaft verschlieBen. Dazu wird die sekundédre Hamostase bendtigt, in der die

GefaRlasion mit einem roten Abscheidungsthrombus (enthélt zusatzlich Erythrozyten und
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Leukozyten) verschlossen wird. Diese wird in ein extrinsisches und in ein intrinsisches

System unterteilt. Es handelt sich dabei um eine artifizielle Gliederung, da in-vivo beide

Wege Querverbindungen haben und eine Aktivierung des einen Systems auch das andere

System zeitlich versetzt mit aktiviert.

Abbildung 1 zeigt schematisch die Gerinnungskaskade des extrinsischen und intrinsischen

Systems.

Das extrinsische System, bestehend aus einem Komplex aus Gewebethromboplastin und

dem Gerinnungsfaktor VII, dient der Auslosung einer Blutgerinnung. Dadurch fungiert

dieser Thromboplastin-Faktor-Vlla-Komplex als ein gerinnungsaktiver Komplex, welcher

seine volle Aktivitat mit Kalzium-vermitteltem Kontakt zu den Phospholipiden an der

Verletzungsstelle entfaltet, die von den aktivierten Thrombozyten sezerniert werden.
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Abbildung 1: Schematische Abbildung der Gerinnungskaskade

Das intrinsische System wiederum, bestehend aus einem Komplex aus Gerinnungsfaktor

Villa und IXa, ist verantwortlich fur die Verstarkung und Beschleunigung dieser vom

extrinsischen System ausgeldsten Blutgerinnung (Rassow et al., 2008).
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Bei der gemeinsamen Endstrecke, der Fibrinbildung, werden durch die aktivierten
Komplexe aus dem extrinsischen und dem intrinsischen System die Faktoren V und X
aktiviert. Diese wiederum aktivieren in einem gemeinsamen Komplex mit Kalzium und
Phospholipiden das Prothrombin (Faktor I1). Prothrombin wird selbst in das aktive Thrombin
(Faktor Ila) umgewandelt. Mit Hilfe des Thrombin kann nun das im Plasma vorkommende
Fibrinogen in Fibrin gespalten werden und mittels Faktor Xlll, welcher ebenfalls von
Thrombin aktiviert wird, zu einem festen Fibrinthrombus verknipft werden.

Kommt es zur Ausbildung eines Thrombus im Rahmen eines Myokardinfarktes oder
Schlaganfalls hat das eine Ischdmie, bzw. eine Minderdurchblutung des jeweiligen Gefalies
zur Folge. Die Entstehung eines intravasalen Thrombus beruht in der Regel auf einer zuvor
bestehenden Arteriosklerose.

1.1.4 Fibrinogen

Fibrinogen ist der Gerinnungsfaktor | und stellt im Rahmen der sekundaren Hamostase
einen wesentlichen Faktor fur die Entwicklung eines stabilen Fibrinthrombus dar. Fibrinogen
ist ein Glykoprotein, welches in der Leber synthetisiert wird und aus 6 Polypeptidketten
besteht: 2Aqa, 2B und 2y. Diese Polypeptide bilden, verbunden durch Disulfid-Briicken ein
Hexamer (Ajjan und Grant, 2005). Dabei besteht das Fibrinogenmolekil aus 3

Hauptstrukturen (Aufbau des Molekiils siehe Anhang-Abbildung 1):

e Die zentrale E-Doméane, welche aus den Aminoséuren-Anteilen aller 6
Polypeptidketten besteht und die Fibrinopeptide A und E besitzt
¢ Und die beiden auReren D-Domanen, welche Carboxyl-Anteile der B3 und y-Ketten

besitzt

Fur das Verstandnis der Wirkung von Aspirin® auf die Thrombusstruktur, die in der
Diskussion naher erlautert wird, ist die Kenntnis von dem Fibrinogenmolekil und dessen
Spaltung in das aktive Fibrin durch aktiviertes Thrombin wesentlich. Thrombin bindet im
Rahmen der sekundaren Hamostase an Fibrinogen und trennt die Aminosauren-Anteile von
den Polypeptidketten Aa und BB vom Fibrinogen an der zentralen Doméane E. Dabei werden
die Fibrinopeptide A und B freigesetzt, Fibrin gebildet und die Entstehung des
Fibrinnetzwerks fur den Thrombus in Gang gesetzt (Scott et al., 2015). Interessant dabei
ist, dass die Freisetzung von Fibrinopeptid A mit einer erhéhten Fibrinogenkonzentration im

Plasma einhergeht und dieses mit einem dichteren und kompakteren Fibrinnetzwerk
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assoziiert ist, wahrend eine erhdhte Freisetzung von Fibrinopeptid B in dickere Fibrinfaden
resultiert (Scott et al., 2015).

1.1.5 Hemmung der Blutgerinnung und Fibrinolyse

Der Organismus hat die Méglichkeit mit der physiologischen Fibrinolyse die Blutgerinnung
zu regulieren und zu inhibieren, um eine generalisierte Gerinnung im Korper zu vermeiden.
Der wichtigste inhibierende Faktor ist das Antithrombin Ill. Dieses bindet an Thrombin,
wodurch ein Komplex entsteht, welcher die Gerinnungsfaktoren 1Xa, Xa, Xla und Xlla
inhibiert. Die Wirksamkeit von Antithrombin Il wird durch das Vorhandensein von Heparin
100fach verstéarkt. Heparin, ein Glukosaminoglykan, kommt einerseits physiologisch in der
Leber, eosinophilen Granulozyten und Mastzellen. Die Kenntnis dieser Wirkverstarkung
wird sich in der Medizin zur Gerinnungshemmung zu Nutze gemacht.

Zusatzlich zum Antithrombin 1l gibt es noch weitere gegenregulierende Systeme, wie
Protein C/S, der transmembrane Rezeptor Thrombomodulin an den Endothelzellen und das
al- Antitrypsin.

Der Fibrinaufbau und der Fibrinabbau laufen parallel im GefalRsystem ab. Bei der
Fibrinolyse selbst spielt die Protease Plasmin die entscheidene Rolle. Plasmin entsteht aus
dem Vorlauferprotein Plasminogen (Rassow et al., 2008). Eine Aktivierung dieser Protease

|6st die Aktivierung der Fibrinolyse aus.

1.2 Plasminogenaktivator

1.2.1 Gewebespezifischer Plasminogenaktivator (t-Pa)

Im Rahmen der physiologischen Fibrinolyse und somit der Thrombolyse spielt unter
anderem Plasminogen eine bedeutende Rolle. Plasminogen ist das Proenzym von Plasmin,
einer Endopeptidase zur Gruppe der Serinproteasen gehdrend, welches sich im Blutplasma
befindet. Durch limitiere Proteolyse wird Plasminogen in das aktive Plasmin gespalten.
Diese Proteolyse wird durch endogene Plasminogenaktivatoren aktiviert. Zu den
endogenen Plasminogenaktivatoren gehort unter anderem, der gewebespezifischer

Plasminogenaktivator (t-Pa), welcher aus den Endothelzellen freigesetzt wird (Ichinose et
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al., 1984). Ein weiteres Beispiel endogener Plasminogenaktivatoren ist die Urokinase,
freigesetzt aus dem Urogenitalsystem (Salonen et al., 1985).

Die Aktivierung von Plasminogen zu Plasmin durch t-Pa wird durch die Anwesenheit von
Fibrin verstarkt (Zamarron et al., 1983). Dabei enthalt Plasminogen Bindungsstellen flr die
Interaktion mit Fibrin, woraufhin es nach Bindung an Fibrin und der Ausbildung eines
Plasminogen-Fibrin-Komplexes in das aktive Plasmin umgewandelt wird (Zamarron et al.,
1983).

Der endogene Plasminogenaktivator t-Pa besteht aus einem einkettigen Polypeptid.
Endogene Proteasen wie Plasmin, Kallikerin und auch der Gerinnungsfaktor Xa spalten t-
Pa in seine aktivere zweikettige Form, in der zwei Polypeptidketten durch eine
Disulfidbriicke verbunden sind (Ichinose et al., 1984).

Aufgrund der Bindung von t-Pa zu Fibrin, aus welcher ein Komplex entsteht, der eine extrem
hohe Bindungsaffinitat zu dem zirkulierenden Plasminogen hat, findet die physiologische
Fibrinolyse nur auf der Thrombusoberflache selbst statt, sodass eine uberschief3ende
Fibrinolyse verhindert wird (Bergmann et al., 1983). Ebenso wird eine UberschieRende
Fibrinolyse durch spezifsche Enzyme kontrolliert, die vor allem das Plasmin hemmen. Diese
Enzyme sind die Plasmininhibitoren (PAI) mit dem wichtigsten Vertreter, dem Alpha-2-
Plasmininhibitor (Antiplasmin). Das von t-Pa gebundene Plasmin ist allerdings vor PAI
geschutzt, da die Bindungsstelle fir PAI bereits durch t-Pa belegt ist (Bergmann et al.,
1983).

1.2.2 Rekombinanter gewebespezifischer Plasminogenaktivator (rt-Pa)

Der endogene Plasminogenaktivator t-Pa lasst sich gentechnisch herstellen. Diesen
rekombinanten gewebespezifischen Plasminogenaktivator (rt-Pa) bezeichnet man als
einen exogenen Plasminogenaktivator. Dabei findet sich kein Unterschied in der
Pharmakodynamik zwischen t-Pa und rt-Pa (Zarmarron et al., 1983).

In Studien zeigte sich eine kurze Halbwertszeit des intravends genutzten rt-Pa, welche
zwischen 3 und 9 Minuten betrégt (Crabbe et al., 1987). Die Elimination des rt-Pa basiert
hauptsachlich auf einer hepatischen Elimination im Leberparenchym und den Endothel-
und Kupferzellen in der Leber (Tanswell et al., 1991). Aufgrund der kurzen Halbwertszeit
und somit guten Steuerbarkeit des Medikaments wurde rt-Pa zum Fokus mehrerer
klinischer Studien, unter anderem bei der Therapie des akuten Schlaganfalls. Frihere
Studien mit Streptokinase zeigten zu hohe Blutungsrisiken (Donnan et al., 1995; Hommel
et al., 1995).
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Die ECASS-Studie (European Cooperative Acute Stroke Study), welche im Oktober 1995
veroffentlicht wurde, untersuchte die intraventse Thrombolyse zunachst mit 1,1mg/kg
Korpergewicht innerhalb von 6 Stunden nach dem ersten Auftreten neurologischer
Symptomatik eines AlS. Es zeigte sich ein Erfolg bei der Thrombolyse, allerdings auch eine
deutliche Zunahme von hamorrhagischen Komplikationen, insbesondere von
intrazerebralen Blutungen. Deswegen fordert die Studie zu einer Selektion bestimmter
Patientengruppen auf (Hacke et al., 1995).

Eine der ersten placebokontrollierten, randomisierten, doppelblinden klinischen Studien ist
die NINDS-Studie (The National Institute of Neurological Disorders and Stroke rt-Pa stroke
study group) aus dem Jahr 1995. In dieser erhielten die insgesamt 624 Patienten innerhalb
der ersten 3 Stunden nach Beginn der ersten neurologischen Symptome intravenos rt-Pa
mit einer geringeren Dosierung als bei der ECASS-Studie (0,9mg/kg Korpergewicht) oder
ein Placebo. Dabei wurde unter anderem anhand des National Institutes of Health Stroke
Scale Scores (NIHSS) die Schwere des erhaltenen neurologischen Defizites 3 Monate post
Behandlung gemessen. In dieser Studie konnte ein absoluter Benefit von 11-13% im
Vergleich zur Placebogruppe festgestellt werden. Nebenbefundlich zeigte sich eine 6
prozentige Zunahme zerebraler Hamorrhagien (The NINDS study group, 1995).

Im Jahr 2008 veréffentlichte die ECASS llI-Studie ihre Ergebnisse zu den Untersuchungen
mit einer Ausdehnung des Behandlungs-Zeitfensters auf 3 bis 4,5 Stunden. Diese Studie
umfasste insgesamt 821 Patienten, wobei 418 rt-Pa (0,9mg/kg Koérpergewicht) und 403
Patienten ein Placebo erhielten. Hier zeigten sich signifikant bessere Ergebnisse bei der
Behandlung mit rt-Pa im Vergleich zum Placebo (52,4% vs.45,2%; p=0,04). Auch hier
konnte, genau wie bei der NINDS-Studie, eine Zunahme zerebraler Hamorrhagien (27,0%
vs. 17,6%, p=0,001) nachgewiesen werden, welche aber insgesamt nicht mehr waren als
in der Anwendung von rt-Pa innerhalb von 3 Stunden (Hacke et al., 2008). Wichtige
Ausschlusskriterien fur die Teilnahme an der Studie waren unter anderem: Patienten tGber

80 Jahre und orale Antikoagulation als Vormedikation.

Bis zur ECASS-IlI Studie war die Empfehlung fir die Anwendung von rt-Pa auf ein
Zeitfenster von 3 Stunden nach erstem Auftreten der neurologischen Symptome begrenzt.
Die ECASS-III Studie konnte beweisen, dass das Zeitfenster auf 4,5 Stunden erweitert
werden kann, ohne dass ein Effektivitatsverlust von rt-Pa im Vergleich zu einem Placebo
auftritt. So kam es, dass in Europa die Zulassung der Behandlung mit rt-Pa fiir den
ischamischen Schlaganfall im Jahr 2010 auf 4,5 Stunden erweitert wurde. Trotzdem sollten
alle Patienten so schnell wie moglich mit rt-Pa behandelt werden (Hacke et al., 2008). Dabei

ist die ,number needed to treat” (NNT) bei einem Zeitfenster zwischen 3-4,5 Stunden, nach

15



Beginn der Symptome, 14 Patienten (Khandelwal et al., 2016). Die absolute Risikoreduktion
betrug hier 7 %.

Lange gab es eine obere Altersgrenze flr die thrombolytische Therapie mit rt-Pa. Seit der
Erganzung 2015 gibt es keine obere Altersgrenze mehr. Diese neue Empfehlung beruht auf
den Ergebnissen der IST-Studie, welche bereits zu Beginn der Einleitung néher

beschrieben wurde (The IST-3 collaborative group, 2012).

1.3 Desmoteplase

,Desmodus rotundus® ist eine auf dem amerikanischen Kontinent lebende, gemeine
Vampirfledermaus, die sich als einzige Saugetierspezies ausschlie3lich von Blut ernahrt
(Greenhall et al., 1984). Damit das Blut wahrend der Nahrungsaufnahme nicht gerinnt,
besitzt ihr Speichel Plasminogenaktivatoren, @hnlich dem korpereigenem t-Pa (Medcalf,
2012).

Diese Plasminaktivatoren wurden erstmalig 1966 experimentell ermittelt (Hawkey et al.,
1966). Dabei wurde der Fledermausspeichel an plasminogenreichen und
plasminogenfreien Fibrinplatten getestet, mit dem Ergebnis, dass der Fledermausspeichel
im Stande war die plasminogenreichen Fibrinplatten zu lysieren. Es dauerte aber noch
einige Jahre bis man den Plasminogenaktivator im Fledermausspeichel identifizieren und
reproduzieren konnte.

Es zeigte sich, dass es vier Varianten des Plasminogenaktivators ,Desmodus rotundus
salivary plasminogen activator‘ (DSPA) gibt: DSPAa1, a2, 8 und y (Medcalf, 2012). Die
Aminosauresequenz ahnelt bei DSPAa1 zu 72,3% dem menschlichem t-Pa und bei
DSPAa2 sogar zu 74,2% (Paciaroni et al., 2009). In biochemischen und pharmazeutischen
Analysen fand man schlieBlich heraus, dass DSPAa1 dem humanen, aktivierten
zweikettigen t-Pa in seiner Struktur am &hnlichsten ist.

Sowohl t-Pa als auch DSPA sind fibrinselektive Plasminogenaktivatoren. Das bedeutet,
dass deren Plasminogenaktivierung - und damit die Thrombolyserate - von der Préasenz von
Fibrin abhéngt. Gleichzeitig bedeutet dies eine lokalisierte Lyse am Thrombus, welcher aus
den vernetzten Fibrinfasern besteht. DSPA ist in der Anwesenheit von Fibrin in seiner
Aktivitat um den 105.000-fachen Faktor hoher. Bei t-Pa handelt es sich dabei lediglich um
550-fach hohere Aktivitat. DSPA hat zudem eine hohere Fibrinspezifitdt. Ausgedruickt wird
diese Spezifitat in einem Quotienten: Aktivitat in Anwesenheit von Fibrin / Aktivitat in
Anwesenheit von Fibrinogen. Bei DSPA betragt dieser Faktor 12.900, bei t-Pa hingegen 72
(Paciaroni et al., 2009).
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Fibrinogen ist ein moglicher Cofaktor fur t-Pa, wohingegen Fibrinogen keinen Effekt auf
DSPA aufweist. In in-vitro-Studien zeigte sich, dass Blutgerinnsel, welche aus
menschlichem Blut hergestellt wurden, von DSPA und t-Pa lysiert werden konnten.
Allerdings fehlte bei DSPA eine konzentrationsabhéangige Reduzierung von Fibrinogen,
anders als bei t-Pa (Paciaroni et al., 2009). Dieses bewahrt vor einer exzessiven

Plasminogenaktivierung und somit vor Blutungskomplikationen.

DSPA zeigt keine stimulierenden Eigenschaften zur proteolytischen Aktivierung endogener
Proteine wie B-Amyloid oder Prionen. Die fehlende Aktivierung dieser endogenen Proteine
resultiert in einer geringeren Inzidenz an intraparenchymalen Blutungen und somit auch in
einer geringeren Inzidenz an intrakraniellen Blutungen (Paciaroni et al., 2009).

Des Weiteren wurde ein Mangel an Neurotoxizitat bei DSPA im Gegensatz zu t-Pa
festgestellt. In einer Studie von Liberatore et al. von 2003 wurde in einem M&use-Modell
eine NMDA-Rezeptor-vermittelte Neurodegeneration mit t-Pa versus DSPA ermittelt. Dabei
wurden Injektionen mit NMDA, t-Pa und DSPA allein in das kortikale Striatum von Wildtyp-
Mausen verabreicht. Zu erkennen war, dass NMDA-Injektionen innerhalb von 24 Stunden
Lasionen verursachten. Die Plasminogenaktivatoren t-Pa und DSPA allein vermégen
dieses nicht. Wurde allerdings t-Pa zu der NMDA-Injektion hinzugegeben, induzierte diese
Injektion merklich gréRere Lasionen als NMDA allein. DSPA hingegen hatte keinen

verstarkenden Effekt auf die NMDA-induzierte Neurodegeneration (Liberatore et al., 2003).

Ein weiteres Merkmal von DSPA ist seine langere Halbwertszeit von ungeféhr 3 Stunden
verglichen mit rt-Pa, welches eine Halbwertszeit von ca. 3-9 Minuten besitzt (Medcalf,
2012). So ist eine einmalige Bolus-Gabe von DSPA ohne kontinuierliche Perfusortherapie,
wie bei rt-Pa mdglich.

Einer der sicherlich wichtigsten Vorteile ist, dass die Moglichkeit der Gabe von DSPA bis
zu 9 Stunden nach Auftreten der ersten neurologischen Symptome besteht (Paciaroni et
al., 2009) und die Studien, welche mit DSPA durchgefuihrt wurden, ebenfalls dieses
Zeitfenster nutzen.

In den klinischen Phase-IlI-Studien DIAS (Desmoteplase in Acute ischemic Stroke) und
DEDAS (Dose Escalation study of Desmoteplase in Acute ischemic Stroke) gelang eine
Dosisfindung (zunéachst 90ug/kg Korpergewicht (KG) und 125ug/kg KG) mit einem
ausreichenden Sicherheitsprofil. DSPA wurde innerhalb eines Zeitraumes bis zu 9 Stunden
nach Auftreten der ersten neurologischen Symptome bei einem ischdmischen Schlaganfall
angewendet und zeigte eine héhere Reperfusionsrate als das Placebo (Furlan et al., 2006;
Hacke et al., 2005).
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In DIAS-II, eine Phase IlI-Studie in den Jahren 2005-2007, sollte der klinische Effekt und
die Sicherheit von DSPA bezlglich mdglicher Nebenwirkungen untersucht werden. Es
handelte sich dabei um eine randomisierte, doppel-blinde und placebokontrollierte Studie,
in der DSPA in den Dosierungen 90ug/kg KG und 125ug/kg KG innerhalb von 3-9 Stunden
nach Auftreten der ersten neurologischen Symptomatik verabreicht wurde. Das Outcome
wurde anhand des NIHSS, der modfizierten Rankin-Skala und des Barthel-Index
gemessen. Leider konnte in der DIAS-II kein Benefit der Verabreichung von DSPA
gegenuber einem Placebo aufgezeigt werden. Intrakranielle Blutungen fanden sich nicht
vermehrt und glichen somit dem Ergebnis in DIAS und DEDAS. Es galt aber nach wie vor,
je hoher die Dosis von DSPA, desto hoher das Risiko fur intrakranielle Blutungen.

In der Diskussion tber DIAS-Il nahm man an, dass der fehlende Benefit von DSPA
gegenuber dem Placebo moglicherweise damit erklarbar sei, dass es sich bei den meisten
Patienten in dieser Studie um Patienten mit milden Schlaganféllen gehandelt habe, bei
denen die Prognose von Grund auf besser sei (Hacke et al., 2009).

Es folgten daraufhin weitere Phase IlI-Studien: DIAS-III, DIAS-IV und ein japanische Phase-
[I- Studie DIAS-J.

DIAS-III, eine multizentrische, randomisierte, doppel-blinde und placebokontrollierte Studie
wurden in den Jahren 2008-2014 durchgefihrt. In dieser wurde Desmoteplase mit 90ug/kg
KG gegen ein Placebo getestet, welche als Bolus tber 1-2 Minuten innerhalb von 3-9
Stunden nach Auftreten der ersten neurologischen Symptome beim AIS gegeben wurde.
Anders als bei den vorherigen Studien wurde Desmoteplase bei Patienten mit AIS in den
grof3en versorgenden Hirngefalien, welche vorher im MRT oder CT festgestellt wurden,
angewendet (Kummer et al., 2012). Auch hier konnte kein ausreichender Benefit von DSPA
festgestellt werden. Bei der DIAS-IV-Studie handelte es sich um dasselbe Studiendesign,
welche parallel zu DIAS-III im Jahr 2009 begonnen wurde. Die DIAS-IV-Studie wurde
allerdings 2014 aufgrund des fehlenden Benefits von Desmoteplase in der DIAS-III-Studie

eingestellt.

In einer Metaanalyse von 2017 wurden die Ergebnisse von insgesamt 6 Studien: DEDAS;
DIAS, DIAS-II, DIAS-III, DIAS-IV und DIAS-J verglichen (Li et al., 2017). Diese Studien
verwendeten die Dosen <90, 90 und 125ug/kg von DSPA im Vergleich mit Placebos. Das
mittlere Alter der Patienten lag zwischen 67-73 Jahren. Alle 6 Studien beurteilten DSPA
hinsichtlich seiner Sicherheit im Bezug auf die Rate der symptomatischen intrakraniellen
Blutungen innerhalb von 72 Stunden, bei dem sich kein signifikanter Unterschied zwischen
der Anwendung von DSPA oder einem Placebo zeigte (3,2% der Patienten mit DSPA vs.

2,1% der Patienten mit Placebo, p=0,35). Bezlglich asymptomatischer intrakranieller
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Blutungen konnte eine Tendenz zur héheren Rate bei DSPA festgestellt werden (p=0,09)
(Lietal., 2017).

Zusatzlich wurde ebenfalls die Effektivitat (klinisches Outcome nach 90 Tagen) von DSPA
gegenlber einem Placebo beurteilt. Hier zeigte sich, wie bereits in den einzelnen Studien
festgestellt, kein signifikanter Effekt durch die Gabe von DSPA. Allerdings analysierten 5
der Studien auch die Rekanalisationsrate zur Beurteilung der Effektivitat. Hier konnte eine
signifikant bessere Rekanalisationsrate zugunsten DSPA (p=0,01) aufgezeigt werden (Li et
al., 2017).

Letztendlich kam man am Ende der Metaanalyse zu dem Schluss, dass DSPA eine
vielversprechende neue Therapie beim ischamischen Schlaganfall ist - zum Einen aufgrund
des ausgedehnteren Zeitfensters der Anwendung (4,5 Stunden rt-Pa vs. bis zu 9 Stunden
DSPA) und zum Anderen wegen der Sicherheit des Medikaments, bei fehlender héherer
Rate an symptomatischen intrakraniellen Blutungen und Mortalitét. Aufgrund der insgesamt
geringen Anzahl untersuchter Patienten sind hier aber noch weitere Studien nétig (Li et al.,
2017).

1.4 Acteylsalicylsdure (Aspirin®)

Im Jahr 1837 entwickelte Felix Hoffmann die Acetylsalicylsaure (ASS), indem er eine
Acetylierung von Salicylsaure vornahm (Miner und Hoffhines, 2007).

In den 1960ern wurde ASS von verschiedenen Forschern, unter anderem von Harvey J.
Weiss und Dr. Armand Quick eingehender untersucht. Harvey J. Weiss fand in einer Studie
mit 10 gesunden Probanden, welche ein Placebo oder verschiedene Dosierungen von ASS
einnahmen, heraus, dass ASS eine geringere Thrombozytenaggregation hervorruft, welche
mit einer erniedrigten ADP-Freisetzung aus den Thrombozyten einherging. Daraus
resultierend zeigte sich eine verlangerte Blutungszeit der Probanden mit ASS- Einnahme.
Gleichzeitig fand Dr. Armand Quick ebenfalls eine Verlangerung der Blutungszeit unter
ASS-Einnahme vor.

Schliellich fend Sir John Vane 1982 heraus, dass durch die Einnahme von
Acetylsalicylsaure die Prostaglandinsynthese gehemmt wird (Miner und Hoffhines, 2007).
Die Prostaglandinsynthese wird durch das Enzym Cyclooxygenase (COX) reguliert. Dabei
werden Prostaglandine werden aus Arachidonséure gebildet. Es bestehen 2 Isoformen der
Cyclooxygenase: COX-1 und COX-2. COX-1 ist unter anderem in Thrombozyten
vorzufinden und COX-2 wird in inflammatorischen Prozessen exprimiert. ASS inhibiert

irreversibel die COX-1, indem es Serin-Rickstande der COX-1 acetyliert (Undas et al.,
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2007). Durch diese Inhibierung entfallt die Synthese der Prostaglandine (PGHz), welche
direkte Vorlaufer des Thromboxan A, sind. Thromboxan wiederum ist ein bedeutender
Faktor fur die Thrombenaggregation im Rahmen der primaren Hamostase (Meier, 1989;
Undas et al., 2007). Der inihibierende Effekt der Thrombozyten halt deren gesamte
Lebensdauer (Uber 7-10 Tage) an, da diese nicht in der Lage sind COX-1 neu zu

synthetisieren.

Nach einer einzelnen Dosis von ASS wird die Aktivitat der COX-1 jeden Tag um 10%
wiederhergestellt, wenn kein Knochenmarkschaden vorliegt. Zudem ist eine Dosis von 30-
100mg ASS taglich eine suffiziente Blockierung in der Thrombozytenaggregation (Undas et
al., 2007).

Es gibt aber offensichtlich noch weitere, COX-unabhangige Wirkungen von ASS auf die
Blutgerinnung. Nicht nur die primare Hamostase scheint betroffen zu sein, sondern
ebenfalls die sekundéare Hamostase. In dieser Doktorarbeit soll es vor allem um die Wirkung
von ASS auf die Gerinnungsfaktoren | (Fibrinogen) und Xlll gehen. ASS scheint eine direkte
Anderung der Fibrinstruktur des Thrombus hervorzurufen, die eine Thrombolysetherapie

erleichtert.

1.5 Sonothrombolyse

Die Sonothrombolyse stellt eine zuséatzliche Therapie zur Rekanalisation bei einem akuten
GefaRRverschluss dar. In den vergangenen Jahren sind verschiedene Studien (in-vitro,
Tiermodelle und in-vivo) durchgefuhrt worden, um einen méglichen verstarkenden Effekt
der Sonothrombolyse auf die Rekanalisation eines Gefalverschlusses zu beweisen.

Eine der ersten in-vivo-Studien, welche den Effekt von diagnostischem Ultraschall mit einer
Kontrollgruppe verglich, war von Eggers et al., 2003. 11 Patienten erhielten rt-Pa + US und
14 Patienten lediglich rt-Pa. Hierbei konnte ein positiver Effekt hinsichtlich einer deutlich
beschleunigten Rekanalisation von proximalen A. cerebri-media-Hauptstammverschlissen
durch die zusatzlich zur intravendsen Thrombolyse erfolgte Ultraschallapplikation gesehen
werden. Als mdglicher Nebeneffekt der zusatzlichen Ultraschallapplikation zeigte sich eine
nicht signifikante Tendenz zu intrakranieller Blutungen (Eggers et al., 2003), die sich aber
in weiteren Studien zur klinischen Sonothrombolyse mittels diagnostischem transkraniellen
Ultraschall nicht bestétigte (Alexandrov et al. (CLOTBUST-Trial), 2004; Eggers et al., 2008)
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Bei der Sonothrombolyse handelt es sich um den Vorgang der intravendsen
medikamentdsen Thrombolyse mittels rt-Pa und der gleichzeitigen Anwendung von einem
kontinuierlichen transkraniellen Ultraschall. Es konnte nachgewiesen werden, dass eine
zusatzliche Anwendung von einem transkraniellen Ultraschall eine héhere Rate an
Revaskularisierung bewirkt, als die medikamentdse Thrombolyse allein (Eggers et al.,
2003; Tsivgoulis und Alexandrov, 2007).

Es wurden verschiedene Grunde des Effektes des US diskutiert. Man geht zum einen davon
aus, dass der Ultraschall (US) eine bessere Anbindung des rt-PA an den Thrombus und
somit eine weitere Modifizierung der Fibrinstruktur (Eggers et al., 2003) bewirkt. Andere
Studien gehen von einer zusatzlichen mechanischen Komponente aus, bei der die
Ultraschallwellen den Medikamententransport beeinflussen und eine Bewegung der
Flissigkeit (Blut) in und um den Thrombus herum bewirken, welche ,acoustic streaming®
genannt wird (Schellinger et al., 2015).

Zusatzlich zur Nutzung des transkraniellen Ultraschalls kdnnen heutzutage Ultraschall-
Kontrastverstarker (Mikrospharen, micro-bubbles) genutzt werden. Diese werden
intravends appliziert und kénnen unter dem Ultraschalleinfluss eine bestimmte Energie
entwickeln, welche beim Zerplatzen diese Energie abgeben und die Wirkung von Ultraschall
verstarken (Eggers et al., 2012).

Wegen ihrer lokalen Anwendung haben die genutzten Ultraschallwellen keine
systemischen Risiken, wie zum Beispiel die Blutungskomplikation unter den
thrombolytischen Medikamenten (Auboire et al., 2018). Als Voraussetzung flur die Nutzung
und Effektivitdt muss das verschlossene Gefal3 mittels der Sonographie dargestellt werden,
um somit auch die suffiziente Anwendung der Ultraschallenergie zu gewahrleisten. Dabei
fanden Pfaffenberger et al. in einer in-vitro-Studie unter Verwendung eines
Ultraschallgerats fur den klinisch-diagnostischen Gebrauch fiir die transkranielle
Untersuchung heraus, dass der pulse-wave-Modus gegeniiber dem continuous-wave-
Modus am effektivsten ist (Pfaffenberger et al., 2005). Des Weiteren wird in den meisten
Studien eine Frequenz zwischen 800kHz und 3 MHz genutzt, die Ubrigen

Ultraschalleinstellungen sind sehr heterogen (Auboire et al., 2018).
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchsaufbau

Fur die Untersuchung des Effektes der verschiedenen thrombolytischen Medikamente,
bzw. der Ultraschallexposition wurde ein statisches Modell (Abbildung 2) verwendet,
welches bereits in vorherigen Forschungsarbeiten (Roessler et al., 2014; Roessler et al.,

2015) entwickelt und benutzt wurde.
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Abbildung 2. Versuchsaufbau. Die hergestellten Thromben (1) wurden in Eppendorf® Gefalken (2) in dem
Modell (3) aus Polyoxymethylen fixiert. Ebenfalls abgebildet: entgastes Wasser (4), Ultraschallsonde (5),
Ultraschallwellen (6), Platte aus Polyoxymethylen (7), Ultraschallabsorber (8), Heizungsregler (9),
Wasserpumpe (10). Die Thromben, die fiir die Sonothrombolyse genutzt wurden, wurden in 50mm Abstand
zum Ultraschallkopf fixiert.

Funf der zuvor hergestellten Thromben kénnen gleichzeitig in finf Eppendorf ™ -GeféalRen
(REF 72.690.001, Sarstedt, Narmbrecht, Deutschland) in dem genutzten statischen Modell
fixiert und mit diesem in einem 37°C warmen Wassertank gehalten werden. Die
Wassertemperatur kann mittels eines Heizungsreglers (Julabo ED (v.2) classl, Julabo
Labortechnik GmbH, Seelbach, Deutschland) auf den gewiinschten Wert konstant gehalten
werden. Eine Uberhitzung und Akkumulation der Warme wird durch eine Wasserpumpe mit
Aufrechterhaltung einer Zirkulation verhindert. Jeweils zwei der finf Thromben kénnen

gleichzeitig mit diagnostischen Ultraschall (US) (Sonos 2500; Hewlett-Packard, Andover,
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Mass., USA) in einem colour-coded (Farbduplexsonographischen) Modus mit einer
Frequenz von 2-MHz und einer Intensitat (ISPTA, spatial-peak temporal-average intensity)
von 0.179 W/cm? behandelt werden. Dabei belief sich die Leistung auf 100% mit einer
Aliasschwelle von 0,25 m/s. Die Ubrigen Thromben werden dabei durch Platten, bestehend
aus Polyoxymethylen, einem thermoplastischen Kunststoff, von den Ultraschallwellen

separiert, um so einen ungewollten Effekt durch den US zu verhindern.

2.2 Thrombenherstellung

Das genutzte Gerinnungsprotokoll wurde vorher experimentell erarbeitet (Roessler et al.,
2014). Dabei wird pro Thrombus folgendes bendtigt:

e 2000 pl Plattchen-freies-Plasma
e 1500 pl Plattchen-reiches-Plasma
e 500 pl Buffy-Coat

Mit diesem lassen sich Thromben herstellen, die zum einen eine ausreichende Stabilitat
aufweisen und zum anderen eine adaquate Thrombolyse zulassen. Zusétzlich sind diese
Thromben histologisch nachgewiesen den in-vivo-Thromben sehr &hnlich (Roessler et al.,
2014).

Menschliches Blut wurde von gesunden Blutspendern in Citratrohrchen (S-Monovette®:
REF 02.1067.001, Sarstedt, Numbrecht, Deutschland) abgenommen. Die fir das
Experiment genutzten Blutgruppen beruhten auf den haufigsten Blutgruppen weltweit, A
Rhesusfaktor positiv und 0 Rhesusfaktor positiv. Um eine geeignete Auswahl treffen zu
kénnen, wurden die Spender zu bereits bestehender oralen Antikoagulation oder weiterer
antithrombotischer Medikation befragt. Es wurde nur das Blut verwendet, wenn die Spender
angaben, in den vorangegangenen zwei Wochen keine etwaige Medikation genommen zu
haben.

100 pl einer Aspirin®- Losung (ASS) wurde in einer Konzentration von 0,05 mg/ml zu den
gefullten Citratrohrchen einer gleichen Blutgruppe hinzugefugt. Die Citratrohrchen wurden
in zwei verschiedene Gruppen eingeteilt, die jeweils unterschiedlich zentrifugiert wurden.
Die erste Gruppe kam in eine Zentrifuge (Multifuge® 1S-R: Heraeus Holding GmbH Hanau,
Deutschland), in der sie mit 180 g fur 10 Minuten zentrifugiert wurden. Der daraus
entstandene Uberstand aus Plattchen-reichem-Plasma (PRP) wurde genau wie der
entstandene Buffy Coat (BC), eine Grenzschicht zwischen PRP und Erythrozyten, die

hauptsachlich Leukozyten und Thrombozyten enthalt, abpipettiert. Gleichzeitig wurde bei
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der zweiten Gruppe, die in mit einer Power von 85 % fir 10 Minuten in einer weiteren
Zentrifuge bearbeitet wurde (EBA 8s, Andreas Hettich, Deutschland), ein Uberstand mit
Plattchen-freien-Plasma (PFP) gewonnen. Pro Citratrohrchen konnte man ungefahr 5000 pl
PFP bzw. PRP und 500 pl BC gewinnen. Fur die bendtigten finf Thromben pro Experiment

lie3 sich eine Anzahl von mindestens 8 Citratrohrchen der gleichen Blutgruppe berechnen.

Um individuelle Unterschiede in der Fahigkeit der Gerinnung oder in der
Blutzusammensetzung ausgleichen zu kénnen wurden die abgenommenen PRP, PFP und
BC gepoolt. Dabei kamen die jeweiligen Abstéande in drei dafiir vorgesehene Behaltnisse
und die gepoolten PRP, PFP und BC wurden geschwenkt, damit eine ausreichende
Vermischung gewabhrleistet werden konnte. AnschlieBend konnten die Thromben
hergestellt werden, indem man ein Gemisch aus 1,5 ml PRP, 2,0 ml PFP, 0,5ml BC
verwendete. Danach wurde, um die Gerinnungskaskade zu initialisieren, 640 pl einer
Calciumchloridlésung mit einer finalen Konzentration von 13,8 mmol/L hinzugefiigt. Diese
Losung lieR man fir eine Stunde in einem Wasserbad bei physiologischen 37 °C
inkubieren. Dazu wurden Plastikrohrchen genutzt (REF 55.486.001, Sarstedt, Nirmbrecht,
Deutschland). Die daraus entstandenen zylinderformigen Thromben wurden auf ein
Gewicht von 250 £ 150 mg zurechtgeschnitten und wieder in besagten Plastikréhrchen in
einer isotonen Elektrolytlosung (Ringerldsung, Berlin Chemie Menarini, Berlin,
Deutschland) als Blutersatz tiber Nacht in einem Wasserbad bei 37 °C gelagert. So konnte
eine komplette Retraktion des Thrombus und eine gewisse Stabilitat fur die anstehenden

Experimente gewahrleistet werden.

2.3 Thrombolyse-Messung

Das Gewicht der Thromben wurde tropfenfrei sowohl vor dem einstiindigen Experiment, als
auch nach der Stunde mit einer analytischen Waage (Kern 770, Kern & Sohn, GmbH,
Balingen, Deutschland) gewogen. Anhand dieser Gewichte konnte man den prozentualen
Gewichtsverlust, welcher der Thrombolyserate in % entspricht, mit folgender Formel
berechnen.

Gewicht vor dem Experiment—Gewicht nach dem Experiment

Thrombolyserate(%) = - : x 100
Gewicht vor dem Experiment
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Wahrend des Experimentes wurden die Thromben in die 2 ml umfassenden Eppendorf ™
-GefalRe (REF 72.690.001, Sarstedt, Nurmbrecht, Deutschland) mit gepuffertem Plasma
(pH =7,4) verstaut. Dieser pH-Wert von 7,4 konnte mittels 60 ul einer 0,1 M HEPES-Puffer-
Losung erreicht werden. Uberpriift und mehrmals kontrolliert wurde dies mit einem pH-
Messer. Das hierfir verwendete Plattchen-freie-Plasma wurde als Vorbereitung fur das
Experiment einige Wochen zuvor aus menschlichem Blut von gesunden Spendern
gewonnen, gepoolt und bei konstanten -80°C in Perfusor®-Spritzen eingefroren. Dabei
bendtigte man die Zentrifuge (EBA8s, Andreas Hettich, Deutschland), die auch wahrend
des Experiments zu Gewinnung des Plattchen-freien-Plasmas (s. 1.2) genutzt wurde. Nur
das jeweils fur das Experiment errechnete Plasma wurde aufgetaut. Die Berechnungen fir
verschiedenen Medikamentengruppen (rtPa und DSPA) sind in den Unterpunkten 1.2.2 und
1.3 erklart.

In der Kontrollgruppe A (n=42) wurden die Thromben lediglich mit dem gepufferten Plasma
behandelt. In den Gruppen B (n=68) und C (n=30) mit einer Lésung aus gepuffertem
Plasma und rt-Pa (finale Konzentration von 60 kU/ml), jeweils ohne US (Gruppe B) und mit
US (Gruppe C). Die Gruppen D (n=68) und E (n=30) wurden hingegen mit der Lésung aus
gepuffertem Plasma und DSPA (finale Konzentration von 2 pg/ml) versetzt, auch jeweils
ohne US (Gruppe D) und mit US (Gruppe E).

Bei dem genutzten Ultraschall handelte es sich um einen diagnostischen Ultraschall (Sonos
2500; Hewlett-Packard, Andover, Mass., USA), siehe 2.6 des Material und Methodenteils.

Bei den Experimenten mit dem Zusatz von ASS wurde das gleiche Protokoll wie fur die
Thromben ohne ASS (Roessler et al., 2015), verwendet. Diese Daten wurden dann als
Basis flr die Analyse Uber den Einfluss von ASS auf die (Sono-) Thrombolyse genutzt. Die
Effektivitat von ASS mit einer taglichen Dosierung zwischen 75 und 150 mg ist in klinischen
Studien genau untersucht (Antithrombotic Trialists”Corporation). Im Fall eines akuten
ischdmischen Schlaganfalls (AIS) zeigte sich, dass eine Gabe von ASS mit einer
einmaligen Dosis zwischen 160-300 mg innerhalb von 48 Stunden nach Auftreten der
ersten Symptome half die Mortalitat und Invaliditat signifikant zu senken (Sandercock et al.,
2008). Zum Zeitpunkt der Studienerhebung wurde in der Klinik fir Neurologie des
Universitatsklinikums Libeck eine einmalige intravendse Dosis von 250 mg ASS
verabreicht, um die Thrombenbildung zu erschweren. Aufgrund des hohen
Aspirationsrisikos der Patienten mit AIS ist es wichtig ASS sekundarpraventiv parenteral zu
verabreichen. Auf dieser Grundlage konnte die bendtigte ASS-Konzentration fur die mit
10 ml Blut geflllten Citratrohrchen berechnet werden. Ausgehend von Nadlers Formel

(Blutvolumen-Berechner) wurde die Konzentration anhand eines jungen Mannes mit einem
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Gewicht von 70 kg und einer GroRe von 180 cm (= 4,9 Liter Blut) berechnet. Aufgrund
dessen wurde zu den Citratréhrchen je 100 pl der 0,05 mg/ml ASS-Ldsung hinzugefligt. Die
bendtigte Menge wurde zuvor wie das gesammelte Plasma bei -80°C in neunundneunzig

1 ml Spritzen eingefroren.

2.4 Thrombolyse-Messung mit rt-Pa

Aufgrund der kurzen Halbwertszeit von rt-Pa, welche ungeféahr 3 bis 9 Minuten betragt
(Crabbe und Cloninger, 1987), wurde in den Gruppen B und C die Losung aus gepuffertem
Plasma und rt-Pa alle 15 Minuten erneuert. So konnte eine kontinuierliche Wirkung des
Medikaments erreicht werden. Im klinischen Alltag wird hierfur eine kontinuierliche Gabe
von rt-Pa Uber Perfusor tUber eine Stunde nach initialer Gabe eines Bolus von 10% der
Gesamtdosis eingesetzt.

Das fir das Experiment notwenige rt-Pa wurde von den Mitarbeiterinnen der Stroke Unit
der Universitéat Lubeck gesammelt, mit Datum versehen und eingefroren. Es handelte sich
hierbei um das rt-Pa, welches bei einer akuten Thrombolysetherapie Ubrigblieb und
ansonsten verworfen wirde.

Dieses gesammelte rt-Pa wurde nicht gepoolt, da eine Aktivitatsmessung mit
Pefachrome®Pa vom 31.08.2012 zeigte, dass rt-Pa unterschiedlicher Daten des gleichen
Jahres in ihrer Aktivitat gleichwertig waren (Abbildung 3).

Mit dem Pefachrome®Pa (Methylsulfonyl-cyclohexylalanyl- glycyl-arginyl-p-nitroanilid),
einem Enzym-Kit-Produkt aus der Schweiz (Basel), konnte die Aktivitdt der
unterschiedlichen rt-Pa-Proben gemessen werden. Des Weiteren wurde vor dem

Experiment ein Tris-Imidazol-Puffer mittels Spectrozyme® hergestellt. Daflir wurde benoétigt:

e Losung A: 3.03 mg Tris, 1.7 mg Imidazol + 50 ml 1IN HCI + 100 ml
destilliertesWasser

e LOsung B: 4.04 mg Tris, 2.27 mg Imidazol + 1.95 mg NaCl, + 100 ml destilliertes
Wasser

e Reagenz: Natriumchlorid (NaCl)

AnschlieBend wurden die beiden Ldsungen zusammen in einem Behdlter vermischt,
sodass man 200ml mit einem pH von 8,4 (Kontrolle mit einem pH-Messer) erhielt.

AnschlieRend wurde dieser Ldsung 23,4mg NaCl hinzugefigt, um die 10fache
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Konzentration des Tris-Imidazol mit einer lonenstarke von 3,0 zu erhalten. Fir das
Experiment wurde eine lonenstarke von 0,3 bendtigt, deswegen wurde die Ldsung mit
destilliertem Wasser 1:10 verdinnt. Das Resultat war der Tris-Imidazol-Puffer mit einem pH
von 8,4 und einer lonenstarke von 0,3. Der benétigte pH und die bendétigte lonenstéarke
waren zuvor von der Anleitung des Pefachrome®PA entnommen worden.

Fur das eigentlich Aktivtatsexperiment bendtigte man bei einem zweikettigen tPa:

e 1,750 ml des Tris-Imidazol-Puffers
e 0,050 ml Enzym (rt-Pa, 120.000 IU /ml)
e 0,200 ml Pefachrome®PA

leerwert Abs e rt-PA 9-4-11 Abs
rt-PA 21-3-12 Abs e rt-PA 12-8-12 Abs
1,8 = rt-PA Pool 2010 Abs rt-PA2 9-4-11 Abs

= rt-PA2 21-03-12 Abs

1,6

= =
N B

ABSORPTION(405NM)
=

0,8
0,6
0,4
0,2
0 ZEIT (MINUTEN)
0 2 4 6 8 10 12 14

Abbildung 3 (Aktivitdtsexperiment vom 31.08.2011): zeigt auf der Y-Achse eingetragen die Absorption des
Medikaments und auf der X-Achse die Zeit in Minuten

AnschlieRend wurde die Absorption bei 405nm gemessen und so die Aktivitat des Enzyms
gemessen. Die Abbildung 3 zeigt die Aktivitat verschiedener rt-Pa-Proben aus den Jahren
2010-2012. In dieser Abbildung ist die relativ gleiche Aktivitatsstarke der Proben zu sehen.

Trotzdem wurde darauf geachtet kein rt-Pa zu verwenden, welches alter als ein Jahr war.
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Um die 2 ml Eppendorf™-Gefal3e zu fillen, wurden zunachst separat fur jeden Thrombus
in Plastikrohrchen (REF 55.486.001, Sarstedt, NUrmbrecht, Deutschland) die Losung
zusammen vermischt, in der der Thrombus fir das Experiment eingebettet wurde. Auf
Grund der funfzehnminiitigen Uberfilhrung des Thrombus mittels einer Pinzette wurden 4

Plastikréhrchen pro Thrombus bendétigt.

Die Losung setzte sich aus 2000 pl des zuvor gesammelten und gepoolten PFP und 60 pl
HEPES-Puffer zusammen. Das rt-Pa wurde erst hinzugefiigt, sobald die Uberfiihrung
stattfinden musste. Dabei wurden pro Thrombus 200 ul rt-Pa mit einer Konzentration von
60 kU/ml bendétigt (Roessler et al., 2014; Roessler et al., 2015). Bei der Experimentenreihe
mit rt-Pa konnte man finf Thromben pro Versuch benutzen. Dabei wurden zwei Thromben
der Gruppe B (B1, B2), zwei Thromben der Gruppe A und ein Thrombus der Gruppe C
verwendet. Um einen mdglichen ungewollten Effekt des US zu Uberprifen, wurde ein
Thrombus der Gruppe B direkt neben den Platz der Gruppe C gesetzt und der andere der
Gruppe B an den am weitesten entfernten Platz.

Mit diesem Wissen konnte man die benétigten Mengen errechnen:

e Gruppe B (B1, B2): 8x 2000 pl PFP + 8x 200 pl rt-Pa
e Gruppe C: 4x 2000 pl PFP + 4x 200 pl rt-Pa
o Gruppe A (Al, A2): 2x 2000 pl PFP

Fur die Gruppe A wurden die Thromben lediglich mit gepuffertem Plasma behandelt, aber
um mogliche Verletzungen bei der Uberfihrung als Artefaktquelle bei der
Thrombolysegeschwindigkeit zu beriicksichtigen, wurden auch diese Thromben, genau wie
die Gruppen D und E, funfzehnminltig aus demgepufferten Plasma gehoben. Dadurch
wurde sichergestellt, dass es zu einer identischen Behandlung aller Thromben kam, um
mdgliche Nebeneffekte wie die artifizielle Beschleunigung der Thrombolyse durch

mechanische Manipulation in nur einer Gruppe zu minimieren.

2.5 Thrombolyse-Messung mit DSPA

DSPA hat im Gegensatz zu rt-Pa eine Halbwertszeit von ungefahr 3 Stunden (Pacaroni et
al., 2009). Deswegen musste man bei dieser Experimentenreihe mit dem Medikament den
Thrombus nicht alle 15 Minuten in eine neue Lésung Uberfihren. Trotzdem wurden diese

Thromben ebenfalls, wie auch die der Gruppe A, alle 15 Minuten hochgehoben.
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In vorherigen Dosisfindungsexperimenten (Roessler et al., 2015) wurde die optimale
Konzentration und Menge von DSPA flr dieses Experiment ermittelt. Dabei belief sich die
finale Konzentration auf 2 pg/ml und die Menge, ebenfalls wie rt-Pa auf 200 pl pro

Thrombus.

Genau wie bei der Experimentenreihe zuvor, konnte man fiinf Thromben/Versuch nutzen.
Analog zu rt-Pa ergaben sich zwei Thromben der Gruppe D, zwei der Gruppe A und einer
der Gruppe E. Auch hier wurde ein Thrombus der Gruppe D nah des US platziert und der

andere an dem am weitesten vom US entfernten Platz.
Die bendétigten Mengen an Lésungen wurden berechnet:

e Gruppe D (D1, D2): 2x 2000 pl PFP + 2x 200 pl DSPA
o Gruppe E: 1x 2000 ul PFP + 1x 200 pl DSPA
e Gruppe A: 2x 2000 pl PFP

2.6 Ultraschall

Die Thromben wurden fir eine Stunde einem Ultraschall ausgesetzt, welcher in der Klinik
sowohl fiir diagnostische als auch fir therapeutische Zwecke genutzt wird. Dabei handelte
es um ein Ultraschallgerat (Sonos 2500; Hewlett-Packard, Andover, Mass., USA) mit 2-Mhz
und einem colour-coded (Farbduplexsonographischen) Modus, welcher in der Klinik far
transkranielle Bildgebungen zur Verfigung steht. Der jeweilige Grenzbereich der
Bildubertragung und der Alliasschwelle wurde auf 100% und 0,25m/s festgesetzt. Den
Angaben des Herstellers folgend wurde eine Intensitat ,spatial-peak temporal-average
intensity (ISPTA)* von 0,179 W/cm? erreicht. Dabei wurde eine Bandbreite der
Schallbiindelausrichtung (phased array) des Ultraschall-Transducers (Sonos 2500
(21202A); Hewlett-Packard, Andover, Mass., USA) zwischen 2,0 und 2,5MHz genutzt. Der
Modus wurde auf einen colour-coded (Farbduplexsonographischen) Modus eingestellt.
Damit die Ultraschallwellen die zu lysierenden Thromben erreichen, benutzte man einen
Wassertank mit entgastem Wasser und positionierte den Ultraschallkopf 50mm von der
Oberflache des Thrombus, zu sehen in Abbildung 2. Der mechanische Index (Ml onscreen)
belief sich dabei auf 0,6.
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2.7 Elektronenmikroskopie (EM)

Fur die Rasterelektronenmikroskope (REM) wurden die unterschiedlichen
Thrombengruppen (A-E) ohne den Buffy coat, welcher Uberwiegend Erythrozyten
beinhaltet, hergestellt. Das elektronenmikroskopische Bildmaterial wurde mit freundlicher
Genehmigung von Herrn PD Dr. Ulrich Gartner vom Institut fir Anatomie und Zellbiologie

der Justus-Liebig-Universitat in Giessen bereitgestellt.

Die hergestellten Thromben wurden nach dem jeweiligen Experiment (Kontrollgruppe, mit
rt--Pa oder DSPA sowie Ultraschallbehandlung) jeweils in 1,5% Glutaraldehyd (1,5-
Pentandial) und 1,5% Formaldehyd in 0,15M HEPES sowohl fixiert als auch konserviert
und anschlieRend analysiert. Diese Proben wurden wiederum in 1% Osmiumtetroxid
(Merck, Darmstadt, Deutschland) fixiert, in destilliertem Wasser gewaschen und danach in
aufsteigenden Graden von Ethanol dehydriert und mittels CO2 getrocknet. Die so
entstandenen Einzelproben konnten anschlieBend befestigt werden. Fir eine gute
elektrische Leitfahigkeit der Einzelproben, welche wichtig flr eine gute Kontrastierung des
spateren Bildes ist, behalf man sich, indem man elektrisch leitende Schichten, im
vorliegenden Fall Gold, auf die Oberflache der Proben mit Sputtern auftragt. Fir die
rasterelektronenmikroskopischen Bilder benutzte man das Elektronenmikroskop ,Philips

XL-30 scanning electron microscope® (Philips, Hamburg, Deutschland).

Fur die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) wurden die Thromben jeweils in 1,5%
Glutaraldehyd (1,5-Pentandial) und 1,5 % Formaldehyd in 0,15M HEPES fixiert. Diese
Proben wurden wie zuvor fir die REM in 1% Osmiumtetroxid in bidestilliertem Wasser
erneut fixiert und mit zur Hélfte gesattigtem Uranylacetat-Wasser (Merck) gefarbt. Dieses
diente zur spateren Negativkontrastierung in der Elektronenmikroskopie. Anschlie3end
wurden die Proben in aufsteigenden Ethanol-Konzentrationen (bis 100% Ethanol)
dehydriert und schlieZlich in Agar 100 resin (Agar Scientific Ltd., Stansted, UK) eingebettet.
Mittels eines Ultramikrotoms (Reichart Ultracut E, Leica) konnten extrem dunne
Schnittpraparate hergestellt werden. Zur Untersuchung dieser Schnittpréparate wurde ein
Transmissionselektronenmikroskop (Zeiss EM 902) genutzt. In einer 2K slow-scan CCD
Kamera (TRS; Trondle, Moorenweis, Deutschland) konnten digitale Bilder gesichert
werden.

AbschlieRend wurde eine semiquantitative Erfassung der Fibrinfilamenten-Dichte mittels

einer Image J-Software zur Bestimmung des Prozentsatzes des Fibrins genutzt.
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2.8 Berechnungen und Statistik

Mittels der Varianzanalyse (analysis of variance, ANOVA) und des T-Tests wurde die
statistische Signifikanz zwischen den Faktoren THROMBUSTYP (Thrombus mit oder ohne
ASS), VERFAHREN (Keine oder zusétzliche Thrombolyse), MEDIKATION (DSPA oder rt-
Pa) und ULTRASCHSCHALL (mit oder ohne Benutzung des US) in Bezug zum
Gewichtsverlust berechnet. Die Messwerte und Abbildungen im Text sind festgelegt als
Mittelwerte + Standabweichung/Standardfehler des Mittelwertes. Alle Berechnungen
wurden mit Hilfe eines haufig genutzten Statistikprogramms (IBM SPSS, Version 21.0.1,
IBM Armonk, NY/USA) durchgefiihrt. Das Signifikanzlevel betrug p<0,05. Des Weiteren

wurde die Effektstarke nach Cohens d berechnet und angegeben.

Bei der kleinen Anzahl der Daten und dem Mangel an normaler Verteilung wurde fir die
semiguantitative Erfassung der Fibrinflamenten-Dichte in den TEM-Bildern eine
parameterfreie Statistik flir unabhéngige Beispiele (Kruskal-Wallis-Test) gewahlt.
AnschlieRend wurden diese mit parameterfreien-post-hoc-Gruppen (Wilcoxon-
Rangsummen-Test) verglichen.
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3 Ergebnisse

Die Experimente der (Sono-)Thrombolyse der Thromben mit dem Zusatz von ASS fanden
in dem Zeitraum Februar bis August 2013 statt. Die Vorbereitung dieser Experimente und
auch die Experimente zur (Sono-)Thrombolyse der ASS-freien Thromben begannen bereits
in dem Jahr 2012. Die Ergebnisse der (Sono-)Thrombolyse der Thromben ohne den Zusatz
von ASS wurden bereits 2015 verdéffentlicht (Roessler et al., 2015). Diese Daten wurden als
Basis fur die Analysen des Einflusses von ASS auf die (Sono-)Thrombolyse genutzt.

Insgesamt wurde das einstiindige (Sono-)Thrombolyse-Experiment 66 Mal durchgefihrt.
Die Thromben wurden gemald eines vorher erprobten Gerinnungprotokolls (siehe 2.2)
hergestellt. Noch vor dieser Thrombusherstellung fiigte man ASS direkt dem Blut hinzu,
welches in Citratrdhrchen den Blutspendern abgenommen wurde. Fir die Experimente
wurden lediglich die in Deutschland am haufigsten vertretenen Blutgruppen A und O
(Rhesusfaktor positiv) genutzt. Die hergestellten Thromben wurden jeweils am Folgetag fr
das einstindige Experiment verwendet. Dabei wurden folgende zu untersuchende

Gruppen, alle jeweils mit dem ASS-Zusatz, eingeteilt:

e Gruppe A: Kontrollgruppe

e Gruppe B: rt-Pa

e Gruppe C: rt-Pa + Ultraschall (US)
e Gruppe D: DSPA

e Gruppe E: DSPA + Ultraschall (US)

Die Gesamtzahl der Thromben belief sich auf n=238. Gruppe A: n=42, Gruppe B: n=68,
Gruppe C: n=30, Gruppe D: n=68, Gruppe E: n=30.

Bei dem genutzten Ultraschall handelte es sich um einen diagnostischen Ultraschall (US)
(Sonos 2500; Hewlett-Packard, Andover, Mass., USA) in einem colour-coded
(Farbduplexsonographischen) Modus mit 2-MHz-Wellen und einer Intensitat (ISPTA,

spatial-peak temporal-average intensity) von 0.179 W/cm?,
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3.1 Deskriptive Statistiken

Jeweils vor und nach dem einstindigen Experiment wurden die Thromben gewogen.
Anhand dieser Gewichte konnte anschlie3end die Thrombolyserate berechnet werden
(Formel siehe Methodik).

Die aus den Gewichtswerten - vor und nach dem einstiindigen Versuch gemessen -

errechnete Thrombolyserate ist in Tabelle 1 aufgetragen.

Tabelle 1: Werte der Thrombolyse-Versuche

Thromben-Gewichtsverlust (Thrombolyserate in %)

Mittelwert Standardabweichung Standardfehler Azz_azggn)
der Mittelwerte der Mittelwerte B

Thromben ohne n =195
ASS

A: Kontrollgruppe 18,18 5,89 0,94 39
B: rt-Pa 26,54 7,82 1,25 39
C: rt-Pa+ US 28,63 6,61 1,06 39
D: DSPA 30,45 5,95 0,95 39
E: DSPA +US 32,75 7,16 1,15 39
Thromben mit n =238
ASS

A: Kontrollgruppe 24,37 10,05 1,55 42
B: rt-Pa 40,76 11,21 1,36 68
C: rt-Pa+ US 40,40 11,87 2,17 30
D: DSPA 40,85 8,60 1,04 68
E: DSPA + US 43,02 7,52 1,37 30

Tabelle 1: Zu sehen ist der relative Gewichtsverlust der einzelnen Thrombengruppen (A-E), jeweils mit/ohne
Zusatz von ASS. Die Daten zur Thrombolyse ohne ASS wurden bereits veroffentlicht (Roessler et al, 2015).
ASS: Acetylsalicylsdure, DSPA: Desmoteplase, rt-Pa: rekombinanter Plasminogenaktivator, US: Ultraschall
(2MHz, 0,179 W/cm?, MI 0,6). *Roessler et al., 2015, mit freundlicher Genehmigung.

Hier sind vergleichend die beiden Thrombentypen (ohne und mit ASS-Zusatz) in den
jeweiligen Gruppen A-E aufgefihrt. Zu sehen sind die Mittelwerte des relativen
Gewichtsverlustes in %, die Standardabweichung und der Standardfehler der Mittelwerte
(ebenfalls in %) sowie die GruppengréRen. Zwischen den Thrombusgruppen (ohne und mit
ASS) zeigt sich ein Unterschied der Mittelwerte und somit der Thrombolyserate. Die
Kontrollgruppe hat bei den Thromben mit und ohne ASS die niedrigste Thrombolyserate.

Die Mittelwerte der unterschiedlichen Behandlungs-Thrombusgruppen (B-E) sind innerhalb
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der Gruppen ahnlich, unterscheiden sich aber zwischen den Thrombusgruppen ohne oder
mit ASS (vergleiche Abbildung 4).

Thromben-Gewichtsverlust nach einer Stunde

4= LN
L5 B ]

I T =l

AKontrollgruppe B:rtPa C: rtPa+U5s D: DSPA E: DSPA+US
Thromben-Grapen
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Abbildung 4: Ergebnisse des Thrombolyseexperimentes. Der Thrombus-Gewichtsverlust wurde nach einer
Stunde in den Gruppen (A-E) gemessen, jeweils in der Thrombusgruppe ohne ASS (dunkelgrau) und mit ASS
(hellgrau). Gruppe A stellt die Kontrollgruppe dar, in welcher die Thromben lediglich mit gepuffertem Plasma
(pH= 7,4) behandelt wurden. Die Thromben B und C wurden mit rt-PA (60kU/ml) behandelt, die Thromben in
den Gruppen D und E mit DSPA (2,0ug/ml). Zuséatzlich wurde bei C und E Ultraschall (2MHz, 0,179 W/cm?, Ml
0,6) zur der Behandlung hinzugefiigt. Die Werte in dieser Abbildung sind als Mittelwerte + Standfehler
dargestellt. ASS: Acetylsalicylsdure, DSPA: Desmoteplase, rt-Pa: rekombinanter Plasminogenaktivator, US:
Ultraschall (2MHz, 0,179 W/cm?, Ml 0,6).

In der Abbildung 4 ist die Thrombolyserate in % als Mittelwert £ dem Standardfehler
dargestellt. Zu sehen sind die Thromben ohne den Zusatz von ASS (dunkelgrau) und die
Thromben mit ASS (hellgrau). Des Weiteren sind die einzelnen Behandlungs-
Thrombengruppen (A-E) aufgefuhrt. Hier lassen sich die hdheren Thrombolyseraten in den
Thrombusgruppen mit ASS und die héheren Thrombolyseraten der Gruppen B-E im
Vergleich zu Kontrollgruppe A anhand der Héhe der Saulen erkennen. Betrachtet man die
dunkelgrauen und die hellgrauen S&ulen in den einzelnen Gruppen, zeigt sich ungefahr
gleiche Hohen und Thrombolyseraten innerhalb der dunkelgrauen und innerhalb der

hellgrauen Saulen.
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3.2 Univariante Varianzanalyse (ANOVA) und post-hoc Test

Fur eine Bewertung hinsichtlich einer moglich bestehenden Signifikanz der Ergebnisse
wurden die univariante Varianzanalyse (ANOVA), sowie Scheffé als post-hoc Test genutzt.
Es wurden einerseits die Ergebnisse innerhalb der Thrombusgruppe mit ASS-Zugabe
analysiert und anderseits die Ergebnisse des aktuellen Experimentes mit ASS-behandelten
Thromben mit den Ergebnissen aus der genannten vorherigen Studie ohne ASS-Zusatz

verglichen (Roessler et al., 2015).

Fur die ANOVA wurde Folgendes bewertet:
e THROMBUSTYP (ohne versus (vs.) mit ASS)
o BEHANDLUNGSTYP (keine vs. mit (Sono-)Thrombolysebehandlung)
e MEDIKATION (rt-Pa vs. DSPA)
e ULTRASCHALL (kein US vs. Ultraschallapplikation)

Es zeigte sich im Allgemeinen eine signifikant héhere (Sono-)Thrombolyserate bei den
ASS-Thromben im Vergleich zu den ASS-freien-Thromben. THROMBUSTYP F (1,423) =
149,6; p<0,001. Es zeigte sich ebenfalls ein signifikanter Unterschied bei beiden
Thrombustypen in Bezug auf Behandlung vs. keine Behandlung, BEHANDLUNGSTYP F
(4,423) = 45,0; p<0,001 (siehe Tabelle 2).

Im post-hoc Test (Scheffé) konnte gezeigt werden, dass ein ASS-Zusatz in dem Fall einer
nicht erfolgten (Sono-)Thrombolysen-Behandlung einen signifikanten Anstieg der Lyserate
bewirkt (p<0,001).

Tabelle 2: ANOVA fiir Thrombolyserate durch THROMBUSTYP und BEHANDLUNGSTYP

n Mittelwert SD | F-Wert | p-Wert | Effekt-starke
Throm- [KI (95%)]
bolyserate
[%]
THROMBUSTYP Ohne ASS 195 27,31 6,69 d=1,04
Mit ASS 238 37,88 9,85 | 149,6 | <0,001 | [0,84-1,24]
Ohne 81 21,28 8,0
BEHANDLUNGS- | Thrombolyse-
TYP behandlung
Mit 352 35,43 8,34 45,0 <0,001 d=1,7
Thrombolyse- [1,43-1,97]
behandlung

Tabelle 2: ASS: Acetylsalicylsdure, n: Anzahl, SD: Standabweichung, Kl: Konfidenzintervall, d: MaR fiir die
Effektstarke nach Cohen. (d = 0,2-0,5 schwacher Effekt, d = 0,5-0,8 mittlerer Effekt, d = 0,8 starker Effekt)
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In Tabelle 2 und in den folgenden Tabellen 3 und 4 wird zudem die Effektstarke nach Cohen
angegeben. Die Effektstarke zeigt, ob trotz statistisch hochsignifikanter p-Werte tiberhaupt
ein relevanter absoluter Unterschied zwischen den verglichenen Gruppen vorliegt.
Angegeben ist die Effektstarke nach Cohens d. Dementsprechend entspricht ein Cohens d
zwischen 0,2 und 0,5 einem schwachen Effekt, zwischen 0,5 und 0,8 einem mittleren Effekt
und groRer/gleich 0,8 einem starken Effekt. In dieser Tabelle zeigt sich bei beiden
bewerteten ANOVASs ein starker Effekt fur die praktische Bedeutsamkeit. THROMBUSTYP
Cohens d=1,04 und BEHANDLUNGSTYP Cohens d=1,7.

Separate ANOVA fir THROMBUSTYP machen deutlich, dass eine Behandlung mit rtPa,
DSPA oder zusatzlich Ultraschallapplikation in einen signifikanten Gewichtsverlust der
Thromben resultiert, verglichen zu denen ohne Behandlung (Tabelle 3):
o ASS-freie-Thromben: F (4,190) = 27,0; p<0,001 und post-hoc Scheffé keine
Behandlung vs. jegliche Behandlung: p<0,001
e ASS-Thromben: F (4,233) = 24,6; p<0,001 und post-hoc Scheffé keine Behandlung
vs. jegliche Behandlung: p<0,001

Tabelle 3: SEPERATE ANOVA fur THROMBUSTYP

n Mittelwert SD F- p- Effekt-
Thrombo- Wert | Wert starke
yserate [KI (95%)]
[%]
Ohne
ASS-freie Thrombolyse- 39 18,18 5,89
Thromben behandlung
Mit 27 | <0,001 d=1,7
Thrombolyse- | 156 29,59 6,89 [1,31-2,09]
behandlung
Ohne
ASS-Thromben | Thrombolyse- 42 24,37 10,05
behandlung 24,6 | <0,001 d=1,7
Mit 196 41,26 9,8 [1,35-2,08]
Thrombolyse-
behandlung

Tabelle 3: ASS: Acetylsalicylsaure, n: Anzahl, SD: Standabweichung, KI: Konfidenzintervall.

Auch hier zeigt sich sowohl bei den ASS-freien Thromben, als auch bei den ASS-Thromben
ein starker Effekt fur die praktische Relevanz. Cohens d=1,7 fir ASS-freie Thromben und
fur die ASS-Thromben.
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Tabelle 4 zeigt eine dreifaktorielle ANOVA mit THROMBUSTYP, MEDIKATION und
ULTRASCHALL, um mogliche signifikante Unterschiede bei MEDIKATION und
ULTRASCHALL zu entdecken. Aufgrund dessen wurden die Daten fir die Kontrollgruppen
herausgenommen.

So konnten signifikante Effekte beim THROMBUSTYP F (1,344) = 142,9; p<0,001 und
MEDIKATION F (1,344) = 7,6; p=0,006 aufgezeigt werden. Beim Faktor ULTRASCHALL
blieb ein signifikanter Effekt aus F (1,344) = 2,5; p=0,113.

Tabelle 4: Dreifaktorielle ANOVA mit THROMBUSTYP, MEDIKATION und ULTRASCHALL ohne
Kontrollgruppe A

n Mittelwert SD | F-Wert | p-Wert | Effektstarke
Thrombo- [KI (95%)]
lyserate
[%]
Ohne | 156 29,59 6,89
THROMBUS-TYP ASS
Mit | 196 41,26 9,8 | 1429 | <0,001 d=14
ASS [1,12-1,59]
rt-Pa | 176 34,08 9,38
MEDIKATION 7,6 =0,006 d=0,32
DSPA | 176 36,78 7,31 [0,02-0,62]
Kein | 214 34,65 8,34
ULTRASCHALL us
Mit US | 138 36,2 829 | 25 | =0113 -

Tabelle 4: ASS: Acetylsalicylsdure, n: Anzahl, SD: Standabweichung, KI: Konfidenzintervall, US: Ultraschall,

Betrachtet man Cohens d fur den THROMBUSTYP ist auch hier wieder ein starker Effekt
nach Cohen, zugunsten der ASS-Thromben zu sehen (d=1,4). Bei der ANOVA der
MEDIKATION hingegen zeigt sich bei dem signifikanten Ergebnis ein schwacher Effekt
(Cohens d=0,32).

3.3 T-Tests

Fur einen exakten Vergleich der Ergebnisse wurden unterschiedliche T-Tests durchgefihrt.

Betrachtet man jede Thrombusgruppe fur sich, ergeben sich unterschiedliche Daten.
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3.3.1 ASS-freie-Thromben (siehe Tabelle 5):

AuBerhalb des schon aufgefuhrten signifikanten Effekts bei BEHANDLUNGSYTP, konnte
in dieser Versuchsreihe von 2015 dargestellt werden, dass sowohl ein signifikanter Effekt
bei MEDIKATION F (1,152) = 13,2; p<0,001 als auch bei ULTRASCHALL F (1,152) = 3,9;
p=0,049 zu beobachten ist.

Zur Differenzierung ob fir rt-Pa oder DSPA bei MEDIKATION die héhere Thrombolyserate
verzeichnet werden konnte, wurde ein vergleichender T-Test vollzogen. Dabei konnte
aufgezeigt werden, dass DSPA eine signifikant hohere Lyserate bewirkt als rt-Pa. T (76) =
2,49; p=0,015.

Tabelle 5: T-Test fur Mittelwertgleichheit ASS-freie Thromben

Mittelwert | Standardabweichung df T-Wert p-Wert
Thrombo- (Standardfehler)
lyserate
[%]
rt-Pa 26,54 7,82 (1,25)
DSPA 30,45 5,95 (0,95) 76 -2,487 0,015
DSPA 30,45 5,95 (0,95)
DSPA+US | 32,75 7,16 (1,15) 76 -1,543 0,127
rt-Pa 26,54 7,82 (1,25)
rt-Pa+US 28,63 6,61 (1,06) 76 -1,275 0,206
rt-Pa+US 28,63 6,61 (1,06)
DSPA+US | 32,75 7,16 (1,15) 76 -2,643 0,010
rt-Pa 26,54 7,82 (1,25)
DSPA+US 32,75 7,16 (1,15) 76 -3,660 <0,001
rt-Pa+US 26,54 6,61 (1,06)
DSPA 30,45 5,95 (0,95) 76 -1,279 0,205

Tabelle 5: Dargestellt sind mehrere T- Test mit jeweils 2 Faktoren der Behandlungsgruppen, aufgefiihrt in der
linken Spalte. Zu vergleichen sind die Mittelwerte, die Standardabweichung und der Standardfehler.

df=  Nennerfreiheitsgrade, ASS: Acetylsalicylsaure, DSPA: Desmoteplase, rt-Pa: rekombinanter
Plasminogenaktivator, US: Ultraschall (2MHz, 0,179 W/cm?, MI 0,6).

Zur weiteren Beurteilung wurde in der Gruppe ULTRASCHALL ebenfalls ein T-Test
durchgefihrt, mit dem die Hohe der Sonothrombolyserate bei DSPA+US und ermittelt
wurde. Auch der Vergleich rt-Pa + US zu DSPA +US zeigt eine hohere Lyserate zugunsten
von DSPA+US, T (76) = 2,6; p=0,01.

Es wurden zudem noch T-Tests fir magliche signifikante Unterschiede bei der Interaktion
MEDIKATION und ULTRASCHALL durchgefuhrt. Dabei konnten keine signifikanten
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Unterschiede beztliglich DSPA und DSPA+ US T (76) = 1,5; p=0,127 und bezuglich rt-Pa
und rt-Pa+US T (76) = 1,3; p=0,206 festgestellt werden.

3.3.2 ASS-Thromben (siehe Tabelle 6):

AulBerhalb des schon aufgefuhrten signifikanten Effektes bei BEHANDLUNGSYTP,
konnten in dieser Versuchsreihe keine weiteren signifikanten Effekte gefunden werden. Es
besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den Thrombolysemethoden, Thrombolytika

(rt-Pa und DSPA) sowie zusatzlicher Ultraschall-Behandlung.

Tabelle 6: T-Test fur Mittelwertgleichheit ASS-Thromben

Mittelwert | Standardabweichung df T-Wert p- Wert
Thrombo- (Standardfehler)
lyserate [%0]
[%]
rt-Pa 40,76 11,21 (1,36)
DSPA 40,85 8,60 (1,04) 125,576 -0,051 0,960
DSPA 40,85 8,60 (1,04)
DSPA+US 43,02 7,52 (1,37) 96 -1,194 0,236
rt-Pa 40,76 11,21 (1,36)
rt-Pa+US 40,40 11,87 (2,17) 96 0,145 0,885
rt-Pa+US 40,40 11,87 (2,17)
DSPA+US 43,02 7,52 (1,37) 49,055 -1,020 0,313
rt-Pa 40,76 11,21 (1,36)
DSPA+US | 43,02 7,52 (1,37) 80,276 -1.167 0,247
rt-Pa+US 40,40 11,87 (2,17)
DSPA 40,85 8,60 (1,04) 42,976 -0,187 0,853

Tabelle 6: Dargestellt sind mehrere T-Tests mit jeweils 2 Faktoren der Behandlungsgruppen. Diese Werte
beziehen sich auf die Thromben mit dem Zusatz ASS. df= Nennerfreiheitsg. ASS: Acetylsalicylsdure, DSPA:
Desmoteplase, rt-Pa: rekombinanter Plasminogenaktivator, US: Ultraschall (2MHz, 0,179 W/cm?, Ml 0,6).

Zeigte sich bei den ASS-freien-Thromben noch ein signifikanter Unterschied bei
MEDIKATION von DSPA im Vergleich zu rtPa, ist dieser Effekt bei den ASS-Thromben
nicht mehr zu erkennen. T (126) = 0,1; p=0,960. Auch bei dem zuvor bewiesenen
signifikanten Effekt von ULTRASCHALL bei DSPA+US im Vergleich zu rtPa+US, konnte

kein signifikanter Unterschied mehr ausgewiesen werden. T (49) = 1,0; p=0,313.

Bereits in der ANOVA lief3en sich signifikante Effekte beim THROMBUSTYP erkennen. Es
wurden T-Tests mit den Gruppen A-E im direkten Vergleich von ASS-Thromben und ASS-
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freien-Thromben durchgefuhrt. In jeder der Behandlungsgruppen A-E zeigten sich

signifikante Effekte zugunsten der ASS-Thromben (Tabelle 7).

Tabelle 7: T-Test fur Mittelwertgleichheit ASS-freien- Thromben und ASS-Thromben

Mittelwert | Standardabweichung df T- p-Wert
[%] (Standardfehler) Wert
Ohne 18,18 5,89 (0,94)
A: Kontroll- ASS
gruppe Mit 24,37 10,05 (1,55) 67,058 | -3,349 | 0,001
ASS
Ohne 26,54 7,82 (1,25)
ASS
B: rt-PA Mit 40,76 11,21 (1,36) 100,861 | -7,697 <0,001
ASS
Ohne 28,63 6,61 (1,06)
ASS
C: rt-Pa+US Mit 40,40 11,87 (2,17) 43,630 | -4,880 <0,001
ASS
Ohne 30,45 5,95 (0,95)
ASS
D: DSPA Mit 40,85 8,60 (1,04) 101,164 | -7,360 <0,001
ASS
Ohne 32,75 7,16 (1,15)
ASS
E: DSPA+ US Mit 43,02 7,52 (1,37) 67 -5,737 <0,001
ASS

Tabelle 7: Dargestellt sind mehrere T-Tests mit den Faktoren ohne ASS/mit ASS in den Behandlungsgruppen
A-E. df= Nennerfreiheitsgrade ASS: Acetylsalicylsdaure, DSPA: Desmoteplase, rt-Pa: rekombinanter
Plasminogenaktivator, US: Ultraschall (2MHz, 0,179 W/cm?, MI 0,6).

3.4 Elektronenmikroskopische Bilder

Neben den statistischen Berechnungen wurden zudem die unterschiedlich behandelten
Thromben  mittels  Elektronenmikroskopie  untersucht.  Genutzt wurden die

Rasterelektronenmikroskopie (REM) und die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM).
Wenn man die elektronenmikroskopischen Bilder (Abbildungen 5 und 6) betrachtet, zeigt

sich in den Bildern der ASS-Thromben ein lockeres dreidimensionales Fibrinnetzwerk. Bei

den ASS-freien Thromben wirkt dieses hingegen kompakter.
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Abbildung 5: Thromben aus der Kontrollgruppe A. Links: Kontrollgruppe A ohne Zusatz von ASS.
Fibrinnetzwerk kompakt. Rechts: Kontrollgruppe A mit Zusatz von ASS. Fibrinnetzwerk lockerer.
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Abbildung 6: Thromben aus der Gruppe B (rt-Pa). Links: Gruppe B ohne Zusatz von ASS.
Fibrinnetzwerk kompakt. Rechts: Gruppe B mit Zusatz von ASS. Fibrinnetzwerk lockerer.

In der Abbildung 7, in der die REM-Bilder zu sehen sind, sind sowohl die ASS-freien als
auch die ASS-Thromben gegenibergestellt. Zusatzlich kann man die Kontrollgruppe A
(keine Thrombolysebehandlung) und die Thrombengruppe E (DSPA+US) betrachten.
Dabei zeigte sich ein deutlich aufgelockertes Fibrinnetzwerk bei der Gruppe E im Vergleich
zur Gruppe A, in der sich das Fibrinnetzwerk kompakt und dicht darstellte. Betrachtet man
zusatzlich die Unterschiede zwischen den ASS-freien Thromben und den ASS-Thromben,
lasst sich das aufgelockerte Fibrinnetzwerk ebenso bei den ASS-Thromben feststellen,

selbst in der Gruppe A ohne sonstige Thrombolysebehandlung.
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Abbildung 7: Rastelektronenmikroskopie. Die Bilder a) und b) zeigen die Kontrollgruppe A. a) ohne den
Zusatz von ASS und b) mit dem Zusatz von ASS. Die Bilder c) und d) zeigen die Gruppe E (DSPA+US).
c¢) ohne den Zusatz von ASS und d) mit dem Zusatz von ASS.

Die Abbildung 8 mit den TEM-Bilder erbrachte die gleichen Erkenntnisse. Auch hier sind
sowohl die ASS-freien Thromben und die ASS-Thromben im Vergleich mit den
Thrombengruppen A und E zu sehen. Zusatzlich wurde anhand der TEM-Bilder eine
semiquantitative Analyse durchgefihrt. Dabei bestétigte sich zunachst, dass sich der
prozentuale Anteil von Fibrin signifikant in allen Thrombengruppen unterscheidet (p=0,005).
In paarweisen post-hoc Tests wurde festgestellt, dass lediglich ein signifikanter Unterschied
der ASS-Thromben in der unbehandelten Kontrollgruppe A war (p=0,029). Hier konnte man
signifikant weniger Fibrin feststellen. Des Weiteren zeigte sich ein signifikanter Unterschied
in der Fibrinmenge zwischen der Kontrollgruppe A und der Gruppe E (DSPA+US) und
dieses sowohl bei den ASS-freien Thromben als auch bei den ASS-Thromben (ASS-
Thromben: p=0,029 und ASS-freie Thromben: p=0,029).
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Abbildung 8: Transeletronenmikroskopie. Entsprechend den REM-Bildern in Abbildung 6. a) und b)
Kontrollgruppe A, jeweils ohne ASS (a) und mit ASS (b). ¢) und d) Gruppe E (DSPA+US), jeweils ohne ASS
(c) und mit ASS (d). Zusétzlich Boxplot mit der Menge an Fibrin in Prozent (%). Dargestellt sind paarweise
Vergleiche der Kontrollgruppe A (mit und ohne ASS) und Gruppe E (mit und ohne ASS). Es wurde eine
semiquantitative Analyse fir die TEM-Bilder durchgefuhrt (n=4).

Von einem qualitativen Blickpunkt aus ist anzunehmen, dass ebenfalls grof3e Unterschiede
zwischen den anderen Thrombengruppen besteht (siehe auch weitere REM-Bilder im

Anhang, Abbildungen 2- 7) allerdings konnte dieses nicht in statistischen Berechnungen
bewiesen werden.
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4 Diskussion

4.1 Zusammenfassung Ergebnisse

In der vorliegenden in-vitro-Studie war es das Ziel, herauszufinden inwiefern ASS als
Pramedikation einen Einfluss auf unterschiedliche Behandlungsstrategien der Thrombolyse
beim akuten Schlaganfall hat. Es sollte zudem eine Verknipfung zwischen den bereits
beobachteten in-vitro-Einflissen von ASS auf die Thrombusstruktur und den Einfluss von
ASS als Pramedikation in klinischen Beobachtungen im Rahmen einer Thrombolyse beim

akuten Schlaganfall hergestellt werden.

Mit den Experimenten der (Sono-) Thrombolyse wurden verschiedene
Behandlungsstrategien bei ischamischen Schlaganfallen in-vitro untersucht. Dabei
handelte es sich um bewéhrte Behandlungen mit rt-PA im Vergleich zu moglichen
zuklnftigen Behandlungen (rt-PA+US; DSPA; DSPA+US). Zudem wurde der Einfluss von
ASS auf die (Sono-) Thrombolyse untersucht. Als Basis fUr die Analysen des Einflusses
von ASS wurden die Ergebnisse aus der Verdffentlichung aus dem Jahr 2015 genutzt
(Roessler et al., 2015).

Insgesamt wurden 238 Thromben aus dem Blut vom Blutspendern hergestellt und
unterschiedlichen Behandlungsstrategien unterworfen. Dabei zeigte sich, dass jegliche
Thrombolyse-Behandlung im Vergleich zu nicht erfolgter Behandlung eine signifikant
hohere Lyserate (p<0,001) bewirkt. Zwischen den einzelnen Behandlungsstrategien
konnten bei den Thromben mit dem Zusatz von ASS keine signifikanten Unterschiede
festgestellt werden. Bei der Untersuchung des Einflusses von ASS auf die (Sono-)
Thrombolyse liel3 sich feststellen, dass ASS im Vergleich zu den Thromben ohne den
Zusatz von ASS signifikant hohere Lyseraten bewirkt (p<0,001).

4.2 rt-PA vs. DSPA

In den aufgezeigten Ergebnissen wird deutlich, dass jede Thrombolysemethode effektiver
ist, als keine Therapie. Dabei zeigten sich hochsignifikante Ergebnisse, sowohl bei den
hergestellten Thromben ohne ASS, als auch bei den Thromben mit ASS (jeweils p <0,001;
siehe Tabelle 3). Auch die praktische Relevanz, gemessen anhand der Effektstarke nach

Cohen war eindeutig hinsichtlich eines starken Effektes (d=1,7; siehe Tabelle 3).
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Aktuell ist die einzig bewéhrte medikamenttse Therapie in der Behandlung des akuten
Schlaganfalls der intravenés verabreichte rekombinante  gewebespezifische
Plasminogenaktivator (rt-Pa) (Khandelwal et al., 2016; Leitlinien flr Diagnostik und
Therapie in der Neurologie, Ergdnzung 2015). Der rekombinante gewebespezifischer
Plasminogenaktivator wird gentechnisch hergestellt und weist die gleichen Eigenschaften
auf, wie der physiologische gewebespezifische Plasminogenaktivator (Zarmarron et al.,
1983). Fir die Therapie mit rt-Pa ist es wichtig zu beachten, dass eine sehr kurze
Halbwertszeit von 3-9 Minuten besteht (Cloninger und Crabbe, 1987), sodass bei der
intravendsen Behandlung 10% der Gesamtdosis (0,9mg/kg KG; max. 90mg) als Bolus und
die restliche Dosis uber 60min als Infusion verabreicht wird (Leitlinien fur Diagnostik und
Therapie in der Neurologie, Erganzung 2015). Dieses wurde im vorliegenden
Versuchsaufbau ebenfalls bertcksichtigt. Aufgrund der kurzen Halbwertszeit von rt-Pa
wurde die LOsung von gepuffertem Plasma und rt-Pa wéahrend des einstindigen

Experiments alle 15 Minuten erneuert.

Heutzutage ist der akute Schlaganfall der Hauptgrund fiir eine dauerhafte korperliche
und/oder geistige Beeintrachtigung weltweit. Zudem gehdrt er mit zu den fihrenden
Ursachen von Mortalitdt (Khandelwal et al., 2016). Aufgrund dessen ist eine effiziente
Therapie des akuten Schlaganfalls und ebenso eine hohe Zuganglichkeit zu dieser
Therapie so wichtig. Betrachtet man die heutigen Statistiken, liegt bei der Mdglichkeit far
den Beginn einer Therapie ein gréReres Problem vor. Aufgrund des knappen Zeitfensters
von 4,5 Stunden erhalten nur wenige Patienten die intravendse Behandlung mit rt-Pa. Dabei
belauft sich die Prozentzahl zwischen 3-5 %, die eine intravendse Behandlung mit rt-Pa
erhalten (Khandelwal et al., 2016; Ren et al., 2017).

Die thrombolytische Wirkung von rt-Pa ist unumstritten und ist die heutige Standardtherapie
in den Leitlinien. Auch in den vorliegenden Ergebnissen zeigt sich diese groR3e
thrombolytische Wirkung von rt-Pa im Vergleich zu nicht erfolgter Thrombolysebehandlung
(Abbildung 4; Tabelle 1). Aber aufgrund limitierender Faktoren von rt-Pa (kurze
Halbwertszeit, Zeitfenster der Behandlung, niedrige Fibrinspezifitat und somit
Blutungsrisiken) wurden Alternativen fir eine medikamenttse Lysetherapie gesucht.
Andere  Fibrinolytika wie zum  Beispiel Streptokinase zeigten zu hohe
Blutungskomplikationen, um als Alternative in Betracht gezogen zu werden (Donnan et al.,
1995; Hommel et al., 1995). In dem vorliegenden Versuchsaufbau wurde DSPA als

alternatives Fibrinolytikum benutzt.

Fur die Experimente mit dem statischen Modell wurden im Vorfeld bereits weitere

Experimente zur Dosisfindung von DSPA 2015 durchgefuhrt. Es zeigte sich in diesen
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durchgefuhrten Experimenten ein Ceiling-Effekt nach einer Stunde bei einer DSPA-
Konzentration von 2,0 pg/ml (Roessler et al., 2015). Diese Konzentration von 2,0ug/ml
wurde dementsprechend auch fir die folgenden Lyse-Experimente am statischen Modell
genutzt. Somit liegt die ermittelte Konzentration in demselben Bereich der Konzentration
von DSPA, welche in der klinischen Studie DEDAS zur Dosisfindung von DSPA getestet
wurden: 90ug/kg KG vs. 125ug/kg KG (Furlan et al., 2006). Nimmt man nun ein Blutvolumen
von 5000ml an und berechnet die Konzentrationen von DSPA 90ug/kg KG und 125ug/kg
KG anhand der Nadlers Formel (Annahme: méannliches Geschlecht, 70kg und 180cm),
kdnnen aquivalente Dosen von 1,26ug/ml und 1,75pg/ml berechnet werden (Nadler et al.,
1962).

Aufgrund der wesentlich l&angeren Halbwertszeit von DSPA von ungefédhr 3 Stunden
(Medcalf, 2012), wurde die Losung aus gepuffertem Plasma und DSPA anders als die mit

rt-Pa wahrend des einstiindigen Experiments nicht laufend erneuert.

Mittlerweile wurden einige klinischen Studien (DIAS I-1V) bezuglich der Effektivitat von
DSPA, welches in diesen Studien innerhalb von 3-9 Stunden gegeben wurde, durchgefiihrt
(Hacke et al., 2005; Hacke et al., 2009; Kummer et al., 2012). Die Datenlage in diesen
Studien zeigte sich insgesamt widerspriichlich. In den Ergebnissen dieser Studie
(Abbildung 4) lieRR sich aufzeigen, dass die thrombolytische Aktivitdt von DSPA in der
Abwesenheit von ASS signifikant hoher ist, als im Vergleich zu rt-Pa (ohne Ultraschall p=
0,015, mit Ultraschall p= 0,01; Tabelle 5 im Ergebnisteil). Das mag sowohl an der héheren
Spezifitat fur fibringebundenes-Plasminogen als auch an der langeren Halbwertszeit liegen
(Medcalf, 2012; Paciaroni et al., 2009). Ahnliche Ergebnisse wurden in weiteren in-vitro-
Experimenten und in Tiermodellen nachgewiesen (Roessler et al., 2015; Schleuning et al.,
1992; Witt et al., 1994).

Unter Anwendung von ASS verschwanden die signifikanten Unterschiede zwischen den
einzelnen Thrombolysebehandlungen. Behandlungen mit DSPA und rt-Pa zeigten nun
keine signifikanten Unterschiede mehr (ohne Ultraschall p=0,960, mit Ultraschall p=0,313;
siehe Tabelle 6). Es fand sich lediglich der bereits aufgefiihrte signifikante Effekt bei der

Unterscheidung jegliche Behandlung vs. nicht erfolgter Behandlung.

4.3 ASS verandert die Thrombusstruktur

Die Thromben der vorliegenden in-vitro-Studie, welche unter Hinzugabe von ASS

hergestellt wurden, zeigten signifikant hohere Lyseraten in allen Gruppen A-E im Vergleich

46



zu den Thromben ohne ASS (p<0,001; Tabelle 4). Wie bereits beschrieben, verschwinden
zudem die signifikanten Unterschiede der unterschiedlichen Thromobolysemethoden mit
DSPA oder rt-Pa. Bestehen bleibt lediglich der signifikante Unterschied zwischen jeglicher
Behandlung vs. nicht erfolgter Behandlung. Dieser signifikante Unterschied zeigte sich

zugunsten jeglicher Behandlung.

Die bekannte Wirkung des Thrombozytenaggregationshemmers ASS besteht in der
irreversiblen Hemmung der Thrombozyten und somit ihrer Interaktion. Diese Inhibierung
erfolgt durch die Acetylierung des bei den Thrombozyten vorkommenden Enzyms
Cyclooxygenase-1 (COX-1). Diese Acetylierung bewirkt eine Hemmung des Enzyms
woraus eine fehlende Synthese des Thromboxan A; resultiert. Thromboxan A, wiederum
ist von entscheidender Bedeutung fur die Thrombozytenaktivierung und -aggregation in der
primaren Hamostase. Dabei kann das Enzym in kernlosen Zellen, wie den Thrombozyten
nicht erneuert werden sodass die Inhibierung der Thrombozyten 7-10 Tage andauert und
wiederum der Lebensdauer eines Thrombozyten entspricht (Meier und Oelz, 1989). Dieses
gilt als Hauptwirkung von ASS und wird aufgrund dieser Kenntnis im Rahmen der
Sekundarprophylaxe bei kardiovaskularen Erkrankungen eingesetzt.

Doch scheint das nicht der einzige Effekt von ASS bei der Regulation der physiologischen
Blutgerinnung zu sein. Verschiedene Studien konnten beweisen, dass zusatzlich zur
Hemmung der primaren Hamostase, ASS auch in die Gerinnungskaskade der sekundaren
Hamostase eingreift:

Beispielsweise fanden Ajjan et al. (2009) heraus, dass ASS zusatzlich zur Acetylierung der
COX ebenfalls eine Acetylierung des Gerinnungsfaktors I, dem Fibrinogen bewirkt.
Fibrinogen ist ein Glykoprotein, welches aus 6 Polypeptidketten besteht: 2Aa, 2B und 2y.
Diese Polypeptide bilden, verbunden durch Disulfid-Briicken, ein Hexamer (Ajjan und Grant,
2005). Ein schematischer Aufbau des Fibrinogenmolekiils ist im Anhang 7.1 Abbildung 1
zu sehen.

Im Rahmen der physiologischen Blutgerinnung wird Fibrinogen in Fibrinmonomere durch
das mittels der Gerinnungskaskade aktivierte Thrombin (Gerinnungsfaktor lla) gespalten.
Hierbei bindet Thrombin an Fibrinogen und setzt tiber Abspaltung der Aminosauren-Enden
der Aa- und der BB- Untereinheit die Fibrinopeptide A und B frei, woraufhin Fibrin entsteht
und die Thrombusformation beginnt.

Zudem werden diese Fibrinmonomere mit Hilfe des aktivierten Faktors Xllla zu einem
dreidimensionellen Fibrinnetzwerk quervernetzt, woraus ein stabiler Thrombus entsteht.
ASS bewirkt eine Acetylierung der Aa- Untereinheit des Fibrinogens, welches in einer in-
vitro-Studie mittels eines monoklonalen Antikérpers bewiesen werden konnte (Ajjan et al.,

2009). Folge der Acetylierung durch ASS ist eine gestoérte Kernladungsverteilung und somit
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eine Strukturveranderung der Proteinoberflache des Fibrinogenmolekils (Ajjan et al.,
2009). Eine Acetylierung der anderen Untereinheiten scheint méglich, konnte bisher jedoch
noch nicht nachgewiesen werden.

Diese Veranderungen der Protein-Oberflache des Fibrinogens resultieren in einer Zunahme
der Dicke der Fibrinmonomere. In verschiedenen in-vitro-Studien wurde herausgefunden,
dass durch diese Verdickung der Fibrinfilamente wiederum ein lockeres dreidimensionelles
Fibrinnetzwerk wéahrend der Thrombusbildung entsteht (Collet et al., 2000; He et al., 2009).
Wichtig bei dieser Veranderung ist die Entstehung eines weniger kompakten
Fibrinnetzwerkes und die Anzahl der eingebauten Fibrinfilamente. Die Dicke der Filamente
allein erbringt keine Anderung der Fibrinolyse. Individuell lassen sich sogar dinnere
Fibrinfilamente schneller lysieren als dickere Fibrinfilamente (Collet et al., 2003).

Zusatzlich zur Wirkung auf Fibrinogen wird vermutet, dass sich ASS ebenfalls auf den
Gerinnungsfaktor XlII durch eine reduzierte Aktivierung und damit durch eine inkomplette
Quervernetzung des Fibrinthrombus auswirkt (Ajjan und Grant, 2005). Der Faktor XllI,
welcher ebenfalls durch Thrombin aktiviert wird, ist fur die Quervernetzung der
Fibrinmonomere an den a- und y-Untereinheiten durch kovalente Bindungen entscheidend.
Durch den Faktor XIlII entsteht ein stabiler Fibrinthrombus, welcher vor dem fibrinolytischen
Abbau durch Plasmin geschitzt ist (Sicker und Hilgenfeld, 2002). Durch die Vermutung der
inkompletten Quervernetzung wirde die Lockerheit des Fibrinnetzes verstarkt werden.
Inwiefern sich ASS auf den Faktor XIII auswirkt, konnte noch nicht genau ermittelt werden,
aber es zeigte sich in einer Studie aus dem Jahr 2003 eine Inhibierung des Faktors XiIl|
durch ASS und somit eine Veranderung der Thrombusstruktur (Undas et al., 2003).
Gleichzeitig ist es sehr interessant, dass gerade Menschen, die eine genetische
Veranderung des Gerinnungsfaktors XlII besitzen (XIl134Leu-Variante) besonders gut auf
eine ASS-Therapie ansprechen, die in einer geringeren Aktivierung des Gerinnungsfaktors
resultiert (Ajjan und Grant, 2005; Undas et al., 2003). Die Haufigkeit in der Bevdlkerung
belauft sich auf 25% (Undas et al., 2003). Undas et al. fanden heraus, dass ASS signifikant
die Aktivierung von Faktor XIll bei den 34Leu-Tragern im Vergleich zu den nicht-Tragern
verringert (p=0,0009), welches wiederum in einer inkompletten Quervernetzung des Fibrins
mit entsprechender Lockerheit resultiert (Undas et al., 2003). Man weil3, dass gerade
Menschen mit Polymorphismus eine Fibrinstruktur mit dinneren Fibrinfilamenten und
kleineren Poren aufweisen. Unerwartet ist jedoch, dass diese Menschen scheinbar vor
kardiovaskularen Ereignissen geschitzt sind (Ajjan et al., 2005). Dieses wiirde der bereits
zuvor genannten Entdeckung von Collet et al entsprechen, die betonen, dass die Dicke der
Fibrinfaden allein keine Anderung der Fibrinolyse erbringt, sondern vor allem das weniger
kompakte Fibrinnetzwerk (Collet et al., 2003).
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Zu betonen ist, dass die Spaltung von Fibrinogen zu Fibrinfilamenten und die
Thrombusbildung durch ASS nicht beeinflusst wird. Selbst die Zeit der Gerinnung bis zur
Thrombusbildung wird nicht durch die ASS-Wirkung auf das Fibrinogen verlangert (He et
al., 2009). Dieses spiegelte sich auch in der vorliegenden in-vitro-Studie wider. Die
Thromben, sowohl ohne als auch mit dem Zusatz von ASS, hatten sich gemaf des in dieser
Studie verwendeten standardisierten Gerinnungprotokolls (siehe 2.2) nach einer Stunde zu
einem stabilen Thrombus entwickelt. Es machte sich makroskopisch bereits vor den
durchgefuhrten (Sono-) Thrombolysetherapien eine geringere Rigiditat bei den Thromben
mit dem Zusatz von ASS bemerkbar, welches durch ein lockeres dreidimensionales
Netzwerk erklarbar ware und auch in anderen Studien bemerkt wurde (He et al., 2001).

Dieser makroskopische Eindruck konnte durch qualitative und semi-quantitative
Auswertungen in der durchgefiihrten Rasterelektronenmikroskopie (REM) und der Trans-
Missionselektronenmikroskopie (TEM) bestatigt werden (siehe Abbildungen 5-8 und
Anhang Abbildungen 2-7). Genau wie bereits in anderen in-vitro-Studien (Ajjan et al., 2009;
He et al., 2009), zeigte sich bei den REM- und TEM-Bildern ein deutlich lockeres
Fibrinnetzwerk bei den hergestellten Thromben mit dem Zusatz von ASS im Gegensatz zu
denen ohne ASS. Ajjan et al. und Stanford et al. konnten ebenfalls eine Dickenzunahme
der Fibrinfilamente in ihren REM-Bildern nachweisen (Ajjan et al., 2009; Stanford et al.,
2015).

Ahnliche Effekte konnten in der Studie von Ajjan et al. zusétzlich in-vivo nachgewiesen
werden. Es wurden drei gesunden Probanden fur insgesamt sieben Tage taglich 150mg
ASS verabreicht. Vor Beginn der ASS-Einnahme und nach Beendigung der sieben Tage
wurde jeweils Blut von den drei Probanden entnommen. Es zeigten sich auch hier in den
REM-Bildern ein deutlich lockeres Fibrinnetzwerk und eine Zunahme der Fibrinfilamente
von 56 ( 2,6) nm auf 139,1 (+ 5,5) nm, p<0,05 (Ajjan et al., 2009).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass aus der Acetylierung von Fibrinogen und der
Inhibierung von Faktor Xl eine Zunahme der Dicke der Fibrinfilamente mit einem weniger
kompakten Fibrinnetzwerk und eine inkomplette Verbindung zwischen den Fibrinfilamenten
mit groRerer Durchléassigkeit resultiert. Das fuhrte zu der Annahme, dass durch diese
Veré&nderungen in der Fibrinstruktur und damit Veranderung in der Thrombusstruktur, diese

weniger resistent gegendber einer (Sono-) Thrombolysetherapie sind.
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4.4 Fibrinolyse wird durch die Fibrinstruktur beeinflusst

Aufgrund des beschriebenen durch ASS hervorgerufenen lockeren Fibrinnetzwerkes ging
die Studie davon aus, dass Plasminogenaktivatoren wie rt-PA und DSPA tiefer in den
Fibrinthrombus eindringen koénnen. Des Weiteren sollten dickere Fibrinfilamente eine
groRere Angriffsflache fur die Plasminogenaktivatoren darstellen und somit die
Thrombolyserate erhéhen (Abbildung 8 im Anhang). Dieses wirde die signifikant héheren
Thrombolyseraten bei den Thromben mit ASS im Vergleich zu den Thromben ohne ASS
erklaren. Dieses war selbst bei den Kontrollgruppen ohne zuséatzliche (Sono-)Thrombolyse
sichtbar.

Ahnliches konnte auch in der Studie von Ajjan et al. nachgewiesen werden. Es wurde eine
durch hinzugegebenes Plasmin aktivierte Fibrinolyse gemessen. Dabei zeigte sich eine
erhdhte Lyserate (bis 50% + 3%) sowohl bei der in-vitro-Studie mit ASS, als auch in der
kleineren bereits im oberen Abschnitt beschriebenen in-vivo-Studie (Ajjan et al., 2009). Man
ging auch dort von einer erhdhten Lyserate aufgrund des weniger kompakten

Fibrinnetzwerkes aus.

Die dieser Studie zugrunde liegende Annahme, dass Plasminogenaktivatoren von einem
weniger kompakten Fibrinnetzwerk aufgrund einer grofReren Angriffsflache profitieren,
wurde auch in anderen Studien untersucht. In einer in-vitro-Studie von 1992 wurde
Fibrinogen, welches aus menschlichem Plasma extrahiert wurde, kiinstlich so modifiziert,
dass ein Fibrin mit wesentlich diinneren Fibrinfilamenten entstand und dieses mit einem
nicht-modifizierten Fibrin verglichen werden konnte. Diese Fibrin-Varianten kamen mit
einem Plasmin-Assay in Kontakt. So konnte man die Aktivierung von Plasminogen durch
physiologisch vorkommendes t-Pa und damit die eingeleitete Fibrinolyse nachmessen. Es
zeigte sich, dass die Fibrinolyse abh&ngig von der Fibrinstruktur ist. Das modifizierte Fibrin
mit den dunneren Fibrinfilamenten konnte langsamer lysiert werden als die dickeren
Fibrinfilamente (Gabriel et al., 1992). Man ging davon aus, dass die Aktivierung von
Plasminogen durch t-Pa proportional zur Fibrinfilamenten-Dicke zunimmt, da dort eine
groRere Bindungsflache des Plasminogens an die Fibrinfilamente besteht. Auch He et al.
gingen davon aus, dass dickere Fibrinfilamente eine groRere Kontaktfliche mit einer
héheren Anzahl an Bindungsstellen fiir Plasminogen und t-Pa aufweisen. Zusatzlich wurde
eine kurzere Thrombolysezeit aufgrund einer Grobporigkeit des Fibrinnetzwerkes
festgestellt (He et al.,, 2009). Somit findet sich in den Studien bezuglich des
Zusammenhangs zwischen Dicke der Fibrinfaden und dessen Lysierbarkeit noch kein
Konsens (Collet et al., 2003; He et al., 2009).
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Bemerkenswert ist, dass sich die Plasminogenbindungsstelle an der Aa-Untereinheit des
Fibrinogens befindet (Gabriel et al., 1992). Diese Untereinheit erfahrt die von He et al.
herausgefundene Acetylierung durch ASS und resultiert damit in einer Anderung der
Fibrinstruktur (He et al., 2009). Hieraus kdnnte man schlieRen, dass gerade diese
empfanglicher fur Plasminogen und somit fUr fibrinspezifische Plasminogenaktivatoren
wird. Eventuell lassen sich etwaige Unterschiede der Thrombolyseeigenschaften zwischen
den Medikamenten dadurch ausgleichen.

In mehreren in-vitro-Studien wurde eine kirzere Thrombolysezeit aufgrund der ASS-
Zugabe und somit einer héheren Anfalligkeit fur eine Thrombolyse bei Hinzufligen von
exogenen t-Pa nachgewiesen (Gabriel et al., 1992; Williams et al., 1995).

In der vorliegenden Studie konnte ASS als wichtiger Faktor fur eine Zunahme der
Thrombolyserate festgestellt werden. Dies konnte sowohl in de Berechnungen, als auch in
den TEM- und REM-Bildern mit einem ausgepragten thrombolytischen Effekt bei DSPA im
Vergleich zu der Kontrollgruppe mit ASS nachgewiesen werden (Anhang Abbildung 8).
Hierbei erhdht ASS die Thrombolyserate so sehr, dass die in der vorherigen Studie
bewiesenen Unterschiede zwischen den (Sono-)Thrombolysestrategien (Roessler et al.,
2015) aufgehoben werden. ASS verursacht einen Ceiling-Effekt fiir die Faktoren
MEDIKATION und ULTRASCHALL.

Diese Ergebnisse stimmen mit verschiedenen in-vitro (Ajjan et al., 2009; He et al., 2001;
He et al., 2009) und in-vivo-Studien (Antovic et al., 2005; Fatah et al., 1996) lberein.

Man kann demnach annehmen, dass ASS in-vivo einen wichtigen Faktor fiir eine (Sono)-
Thrombolysetherapie im Rahmen eines Schlaganfalls oder eines akuten Myokardinfarktes

darstellt.

4.5 Klinische Relevanz

Thrombozytenaggregationshemmer gehoéren zur Basis der Sekundarprophylaxe nach
einem kardiovaskularen Event oder nach einem nicht-kardioembolischen Schlaganfall bzw.
einer transitorischen Attacke (TIA). Dabei ist ASS heutzutage eines der haufigsten
eingesetzten Medikamente im Rahmen der Sekundéarprophylaxe.

Es ist mittlerweile bekannt, dass Patienten im Rahmen eines akuten zerebralen oder auch
kardiovaskularen Ereignisses eine Thrombusstruktur mit diinneren Fibrinfaden, kompaktem

Fibrinnetzwerk und geringerer Durchlassigkeit besitzen (Scott et al., 2004). Dadurch wird
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die Fibrinolyse beeintrachtigt. In einer in-vivo-Studie von 2015 wurde die Formationszeit
des Thrombus, die mikroskopische Struktur und die Thrombusstarke bei 75 Patienten, die
einen ischamischen Schlaganfall erlitten hatten mit 74 gesunden Patienten verglichen.
Zudem waren unter den erkrankten Patienten 34 Personen, die bereits einen
Thrombozytenaggregationshemmer in ihrer Pramedikation hatten. In dieser Studie zeigte
sich unter anderem ein signifikanter Unterschied zwischen den gesunden und erkrankten
Patienten in der Menge des eingearbeiteten Fibrins in der mikroskopischen Struktur
(gemessen in df: fractal dimension).

Es konnte ein insgesamt 40%- hoherer Anteil von eingebautem Fibrin bei den erkrankten
Patienten im Vergleich zu den gesunden Patienten festgestellt werden, welches den
Thrombus kompakter und weniger durchlassig machte. Zuséatzlich waren auch die Mengen
an Fibrinogen im Blut der erkrankten Personen hoher, welches bereits vorher in
verschiedenen Studien herausgefunden wurde (Di Napoli und Singh, 2009; Wilhelmsen et
al., 1984). Ein wichtiger Unterschied wurde bei denjenigen aufgezeigt, die bereits einen
Thrombozytenaggregationshemmer in ihrer Vormedikation hatten: hier zeigten sich
ebenfalls geringere Mengen des eingearbeiteten Fibrins mit entsprechender geringen
Kompaktheit des Thrombus (Stanford et al., 2015). Daraus lasst sich schlussfolgern, dass
erhohte Mengen von eingebautem Fibrin dementsprechend mit zuvor erhdhten
Fibrinogenmengen im Plasma und geringere Mengen von eingebautem Fibrin mit
erniedrigten Fibrinogenmengen im Plasma, hervorgerufen durch ASS-Einnahme,
einhergehen.

Zusatzlich zeigte sich, dass die Thrombolysetherapie mit rt-Pa, die an einem Teil der
erkrankten Patienten durchgefiihrt wurde, ebenfalls zu reduzierten Fibrinogenmengen
fuhrte (Stanford et al., 2015).

Leider ging die Studie nicht auf das Outcome der Patienten mit ASS und zusatzlicher
Thrombolysetherapie mit rt-Pa ein. Es wurde lediglich ASS mit der Thrombolysetherapie
verglichen, bei der sich eine signifikant kirzere Ischamiezeit bei der Therapie mit rt-Pa im
Gegensatz zu ASS allein darstellen lief3, p=0,001 (Stanford et al., 2015).

Ein erhOhtes Fibrinogen stellt einen Risikofaktor fur kardio- und zerebrovaskulare
Erkrankungen dar. Es ist zum Beispiel erhoht bei Diabetes mellitus, Nikotinkonsum,
arterieller Hypertonie und Hyperlipiddmie. Diese sind weitere wichtige kardio- und
zerebrovaskulare Risikofaktoren.

Es ist noch nicht vollends geklart, ob es lediglich als ein Akute-Phase-Protein im Rahmen
der inflammatorischen Prozesse, welche im Rahmen eines akuten vaskuléaren Ereignisses
ebenfalls eine bedeutende Rolle spielen, erhdht im Plasma zu finden ist. Trotzdem wird

Fibrinogen durch Thrombin bei der Gerinnung in Fibrin gespalten, welches die
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Thrombusstruktur aufbaut. Dabei weil3 man, dass bei erhéhten Fibrinogenmengen die Rate
durch Thrombin abgespaltendem Fibrinopeptid A ansteigt und dieses mit einem dichteren
Fibrinnetzwerk assoziiert ist (Scott et al., 2014). Interessanterweise befindet sich dieses
Fibrinopeptid A in dem Fibrinogenmolekdl an der Zentralregion E, welche aus den Amino-
Termini aller Untereinheiten gebildet wird (siehe Anhang 7.1. Abbildung 1). He et al.
konnten 2009 beweisen, dass ASS Lysin-Rickstande des Amino-Terminus der Aa-
Untereinheit acetyliert und sich dadurch die Fibrinstruktur hinsichtlich eines weniger
kompakten Fibrinnetzes veréndert (He et al., 2009). Man konnte dementsprechend
annehmen, dass durch die Einnahme von ASS geringere Fibrinogenmengen im Blut und
somit weniger Fibrinopeptid A abgespalten wird, woraus ein lockeres Fibrinnetzwerk
entsteht. Dies konnte eine Erklarung fir den signifikant héheren Thrombolyseerfolg unter
ASS in dieser Studie sein.

.1ime ist brain“ (Nabavi und Ringelstein, 2007) ist eine bekannte Formulierung in der
klinischen Behandlung des akuten Schlaganfalls. Dieses beinhaltet aber nicht nur die
Wichtigkeit der schnellen Therapie im Sinne eines besseren Outcomes, sondern auch, dass
die entstandenen Thromben sich mit Laufe der Zeit schlechter lysieren lassen. Obwohl die
Ergebnisse nicht signifikant waren, konnten Stanford et al. feststellen, dass die Thromben
der Patienten, welche innerhalb einer kirzeren Zeit des festgelegten 4,5 Stunden-
Thrombolysezeitfenster lysiert wurden, weniger fibrinkompakte Thromben hatten als
diejenigen, die zu einem spateren Zeitpunkt, welcher naher an den 4,5 Stunden lag,

versorgt wurden (Stanford et al., 2015).

4.6 ASS und Thrombolyse mit rt-PA in-vivo

Sowohl ASS, als auch rt-Pa gehen mit einem Risiko fur intra- oder extrakraniellen Blutungen
einher. Deswegen sollte man sich die Frage stellen, ob eine Kombination aus beiden
Medikamenten die Blutungsrisiken drastisch erhéhen.

Diese Frage stellten sich ebenfalls Broeg-Morvay et al., welche retrospektiv in einer
Monozenter-Studie Blutungskomplikationen und Outcome von Schlaganfallpatienten
verglichen. Darunter waren Patienten, welche eine Thrombolysetherapie mit rt-Pa erhielten
oder mit rt-Pa und zusatzlich ASS; dieses dann entweder als Bridging-Therapie oder aber
als ASS-Pramedikation (Broeg-Morvay et al., 2017). Ebenfalls hatte sich die randomisierte
klinische ARTIS-Studie mit diesem Thema befasst, bei der 300mg ASS innerhalb von 90

Minuten nach Thrombolysetherapie mit rt-Pa begonnen wurde und bei der ein giinstigeres
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Outcome dieser Patienten erreicht werden konnte. Diese Studie wurde aber aufgrund einer
zunehmenden Rate an intrakraniellen Blutungen beendet (Zinkstok und Roos, 2012).
Anders als in ARTIS- Studie erhielten die Patienten bei Broeg-Morvay et al. ASS erst Uber
90 Minuten nach der Thrombolysetherapie. Erfreulicherweise zeigte sich hier keine
erhohten Blutungskomplikationen bei den Patienten. Das Outcome und die
Rekanalisationsrate der Patienten unterschied sich ebenfalls nicht zwischen den Patienten
mit rt-Pa + ASS oder nur rt-Pa. Dass es keinen erheblichen Unterschied zwischen den
Patientengruppen gab und dass man sogar eine Tendenz zum besseren Outcome
beziuglich der Patienten ohne ASS feststellte, erklarte man sich daudrch, dass die
Patienten, die ASS bereits in der Vormedikation hatten, &lter waren und mehr
Komorbiditaten aufwiesen (Broeg-Morvay et al., 2017).

Letztendlich lasst sich daraus schlief3en, dass eine Thrombolysetherapie bei Patienten mit
ASS in der Vormedikation keine Kontraindikation darstellen sollte. Es sollte aber darauf
geachtet werden, ASS nicht simultan mit einer Thrombolysetherapie anzuwenden. Die
aktuellen Leitlinien besagen, dass ASS erst 24 Stunden nach Thrombolysetherapie, aber
binnen 48 Stunden begonnen und dauerhaft eingenommen werden sollte (Deutsche
Schlaganfall-Gesellschaft und Deutsche Gesellschaft fir Neurologie 2013; gultig bis 2020;
European Stroke Organisation, 2008).

4.7 Dosierung von ASS

Diese in-vitro-Studie stellt ein (Sono-)Thrombolyse-Szenario dar, in dem der zu
behandelnde Patient ASS bereits als Pramedikation einnimmt. Aufgrund dessen wurde
ASS vor Herstellung der Thromben dem Blut der Blutspender hinzufiigt. Eine Bolusgabe
von ASS reicht aus, um eine Pramedikation zu imitieren. Die COX-1 der Thrombozyten wird
irreversibel gehemmt und diese Wirkung héalt tGber die gesamte Lebensdauer (7-10 Tage)
der Thrombozyten an (Meier und Oelz, 1989). Die Halbwertszeit von ASS betragt ungefahr
20 Minuten bevor es zu seinem Hauptmetaboliten Salicylsdure hydrolisiert wird. Lediglich
die nicht hydrolisierte Acetylsalicylsaure bewirkt eine Hemmung der COX-1 in den
Thrombozyten (Patrick et al., 2015).

AulRerdem bemerkten He et al., dass Salicylsdure allein ebenfalls keinen Effekt auf das
Fibrinogen besitzt (He et al., 2009). In ihrer Studie wurde das Fibrinogen sowohl
Acetylsalicylsaure, als auch Salicylsaure allein ausgesetzt. Salicylsdure allein veranderte
nicht die gemessene Permeabilitét des Fibrin-Gels, woraus man schloss, dass Salicylsaure

allein keinen Effekt auf eine Strukturveranderung des Fibrinogens besitzt (He et al., 2009).
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Aufgrund dessen konnten die ASS-Thromben mit einer einzelnen Bolusgabe hergestellt

werden.

Ziel dieser Studie war es herauszufinden, inwiefern sich unterschiedliche
Thrombolysestrategien im Rahmen einer ASS-Pramedikation auswirken. Die Effekte von
ASS sollten bei Patienten sichtbar werden, bei denen sich im Rahmen eines ischamischen
Schlaganfalls ein Thrombus gebildet hatte und die ASS bereits in ihrer Vormedikation
einnahmen. Es galt nicht herauszufinden, inwiefern sich Thrombolysetherapien mit der
zeitgleichen Gabe von ASS auswirken. Deswegen wurde in den hier durchgefiihrten
Experimenten ASS nicht zeitgleich mit der (Sono-) Thrombolyse eingesetzt.

Die ASS-Dosierung wurde in dieser Studie so ausgewahlt, dass weder der ASS-Effekt noch
die Effekte von rt-PA oder DSPA nicht iberwiegen konnte.

Laut der European Stroke Organisation ist es erlaubt, bei ASS-naiven Patienten eine
Loading-dose von ASS zwischen 160-325mg zu geben (European Stroke Organisation,
2008). GemalR der zu dem Zeitpunkt der Experimente gangigen Vorgehensweise wurde
eine Loading-dose von 250mg ASS gewabhilt.

Berechnet man diese Loading-dose anhand von Nadlers Formel mit einer Annahme von
5000ml! Blutvolumen, einem Gewicht von 70kg und einer KorpergrofRe vonl80cm
(mé&nnliches Geschlecht), kann eine aquivalente Dosis fur die 10ml gefillten Citratréhrchen
von 0,05mg/ml berechnet werden (Nadler et al., 1962). Fir eine Sekundarprophylaxe mit
ASS wird eine Empfehlung zur Einnahme von 100mg taglich ausgesprochen. Ab einer
taglichen Menge von Uber 150mg ASS erhoht sich das Risiko unerwiinschter
schwerwiegender Blutungskomplikationen, insbesondere gastrointestinaler Blutungen
(Deutsche Schlaganfall-Gesellschaft und Deutsche Gesellschaft flir Neurologie 2013; glltig
bis 2020). Es zeigte sich aber in einer Studie von 1991, dass in den Daosisbereichen von
ASS zwischen 75 und 162,5mg und zwischen 162,5 bis 325mg keine Unterschiede in den
Blutungskomplikationen besteht (The Dutch TIA Trial Study Group, 1991). Insgesamt
gesehen Uberwiegt der Nutzen der Sekundarprophylaxe gegeniiber den
Blutungskomplikationen (Deutsche Schlaganfall-Gesellschaft und Deutsche Gesellschaft
fir Neurologie 2013; gultig bis 2020).

Interessanterweise fanden He et al. heraus, dass es in-vitro dosisabhéngige Effekte im
Bereich von ASS-Konzentrationen zwischen 0,04 und 2,2mmol/l (0,005mg/ml und
0,3mg/ml) gibt. Dabei besteht ein groRerer Effekt in der Thrombolyserate bei niedrigen
Konzentrationen (He et al., 2009)

Die kurzeste durch Plasminogen ausgeldste Fibrinolyserate wurde bei einer Konzentration

von 0,07mmol/l (0,09mg/ml) festgestellt. Dadurch, dass man in dieser Studie ebenfalls

55



festgestellt hat, dass Salicylsaure allein keinen Effekt auf eine Strukturveranderung des
Fibrinogens besitzt, nahm man bei héheren Konzentrationen von ASS an, dass durch die
ebenfalls daraus entstandenen héheren Konzentrationen von Salicylsaure, dieses einen
blockierenden Effekt der Acetylierung des Fibrinogens hat (He et al., 2009). Die Dosierung
im Fall der vorliegenden Studie mit einer Konzentration von 0,05mg/ml entspricht ungefahr
der Halfte der Dosierung mit der kirzesten Thrombolyserate von He et al. Diese
Konzentration hatte damit einen sichtbaren Effekt auf eine Fibrinogenstrukturveranderung
mit einem signifikanten Effekt in der Kontrollgruppe A. Ein blockierender Effekt durch den
Hauptmetaboliten Salicylsdure durfte nur gering ausfallen.

4.8 ASS vs. andere Thrombozytenaggregationshemmer

ASS st eines der wichtigsten Thrombozystenaggregationshemmer im Rahmen der
Sekundarprophylaxe nach einem nicht-kardioembolischen ischamischen Schlaganfall oder
nach einer TIA. Aktuell sind die zugelassenen Thrombozytenaggregationshemmer fir
Sekundarprophylaxe des ischamischen Schlaganfalls/TIA in Deutschland: ASS, eine
Kombination von ASS mit Dipyridamol, Clopidogrel und Ticlopidin. Keines dieser
Medikamente ist den anderen gegeniber Uberlegen. Laut Empfehlung zur
Sekundarprophylaxe sollten Patienten mit einem ischamischen Schlaganfall oder TIA ASS
erhalten. Alternativ kann auch Clopidogrel oder die Kombination von ASS mit retardiertem
Dipyridamol gegeben werden. Wobei Dipyridamol aktuell von den Kostentragern in der
ambulanten Behandlung nicht mehr erstattet und aufgrund dessen nicht mehr eingesetzt
wird. Auch Ticlopidin wird bei auftretenden Blutbildverdnderungen (Leukopenien) kaum
noch verwendet (Deutsche Schlaganfall-Gesellschaft und Deutsche Gesellschaft fir
Neurologie, 2013; gultig bis 2020).

Derzeit hat sich in den meisten européischen Landern eine Sekundarprophylaxe mit ASS
100mg pro Tag gegenuber anderen Thrombozytenaggregationshemmern durchgesetzt.
Alternativ wird bei Patienten mit aufkommenden Nebenwirkungen unter ASS Clopidogrel
verabreicht. Clopidogrel hemmt irreversibel die Bindung von Adenosinphosphat (ADP) an
den Thrombozytenrezeptor P2Y 1. Dadurch wird die ADP-abhéngige
Thrombozytenaggregation inhibiert.

In verschiedenen Studien (CAPRIE-Studie, 1996; MATCH-Studie, 2004) wurde die
Wirksamkeit gegeniiber ASS Uberprift. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen Clopidogrel und ASS und somit besteht keine Uberlegenheit eines der beiden
Medikamente (CAPRIE Steering Committee, 1996; Diener et al., 2004). Zudem konnte
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festgestellt werden, dass die Nebenwirkungen hinsichtlich maglicher
Blutungskomplikationen in etwa gleich waren, mit einer gering hdheren Rate fir
gastrointestinale Blutungen unter ASS (0,49 vs 0,71 %; p< 0,05) (CAPRIE Steering
Committee, 1996).

In einer Metaanalyse von 1994 wurden verschiedene Studien hinsichtlich geringerer
Fibrinogenmengen im Plasma unter Ticlopidin untersucht. Hierbei zeigte sich eine
Verringerung des Fibrinogens unter Ticlopidin im Gegensatz zu einem Placebo (Mazoyer
et al., 1994). Aufgrund des heutzutage fehlenden Einsatzes von Ticlopidin wurde in einer
Multizenter-Studie, welche 184 Patienten involvierte, Fibrinogenmengen im Plasma bei
einer Einnahme von ASS gegeniber einer Einnahme von Clopidogrel untersucht. Es
handelte sich dabei um Patienten, die einen akuten Myokardinfarkt durchgemacht hatten
und seitdem ASS oder Clopidogrel einnahmen. Die Untersuchungen fanden 1, 3 und 6
Monate nach dem Ereignis statt. Es fand sich kein Unterschied in den Fibrinogenmengen
im Plasma wahrend der Einnahme von ASS oder Clopidogrel. Es zeigte sich lediglich ein
erhodhter Fibrinogenspiegel im Rahmen des Akutereignisses (Woodward et al., 2004).
Leider wurde keine Placebogruppe in diese Studie involviert, sodass es unklar war, ob ASS
oder Clopidogrel sich tberhaupt auf Fibrinogenmengen im Plasma auswirkten. Aus den
heutigen Erkenntnissen ist bekannt, dass unter ASS die Menge an eingebautem Fibrin
erniedrigt ist, welches einen Rickschluss auf eine ebenfalls reduzierte Menge an
Fibrinogen im Plasma geben kénnte. Inwieweit sich Clopidogrel auf Fibrinogen auswirken

koénnte, wurde bislang noch nicht untersucht.

Aufgrund der fehlenden Uberlegenheit eines der Medikamente gegeniiber den anderen,
kann entweder ASS, Clopidogrel oder ASS + Dipyridamol als Sekundéarprophylaxe nach
einem ischamischen Schlaganfall oder TIA eingenommen werden. Wichtig ist, dass die
Sekundarprophylaxe binnen 48 Stunden, aber nicht innerhalb der ersten 24 Stunden nach
Akutereignis begonnen wird und dass diese dauerhaft eingenommen wird. Es sei denn,
dass sich im weiteren Verlauf Kontraindikation ergeben oder eine orale Antikoagulation
notig wird (European Stroke Organisation, 2008; Deutsche Schlaganfall-Gesellschaft und
Deutsche Gesellschaft fuir Neurologie 2013; gultig bis 2020).
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4.9 Sonothrombolyse unter ASS

Die Sonothrombolyse stellt eine mogliche Therapie zur Rekanalisation bei einem akuten
Gefalverschluss dar.

In dieser Studie wurde ein diagnostischer Ultraschall in einem colour-coded
(Farbduplexsonographischen) Modus mit einer Frequenz von 2-MHz und einer Intensitat
(ISPTA, spatial-peak temporal-average intensity) von 0.179 W/cm? verwendet. Ahnliche
Einstellungen des Ultraschalls sind in verschiedenen Studien gewahlt worden (Eggers et
al., 2003; Eggers et al., 2008; Pfaffenberger et al.,, 2005). Pfaffenberger et al. zeigten
allerdings, dass nur der pulse-wave-Modus einen positiven Effekt auf die Thrombolyse hatte
(Pfaffenberger et al., 2005).

Bei den Thromben ohne den Zusatz von ASS konnten positive Effekte unter der
Hinzunahme von Ultraschall festgestellt werden (Gruppen C und E), allerdings waren diese
nicht signifikant (siehe Tabelle 5). Man geht davon aus, dass durch die Hinzunahme von
Ultraschall die Eindringtiefe und die Bindungsaffinitdit der Medikamente an das
Fibrinnetzwerk durch mechanische Fragmentierung und Kavitation der Ultraschallwellen
erhoht werden kann (Francis et al., 1995; Siddiqi et al., 1998). Dass dieser Effekt sich nicht
signifikant ausgewirkt hat, konnte an unterschiedlichen experimentellen Modellen, einem
nicht ausreichenden Ultraschallfenster und an den hergestellten Thromben (Gréf3e und Art
der Thromben) liegen. Die Thromben, welche hier sehr thrombozytenreich sind kdénnten
dementsprechend ein starkeres Fibrinnetz aufweisen. Dieses wurde bereits 2014 vermutet,
als ein ebenfalls nicht signifikanter Effekt bei der Sonothrombolyse festgestellt wurde
(Roessler et al., 2014).

Zudem wurde nicht der am starksten wirksame Ultraschall im pulsed-wave Modus
verwendet, sondern der klinisch haufig verwendete colour-coded
(Farbduplexsonographischen) Modus zur farbduplexsonographischen Darstellung der
Hirngefalie, wie sich in dem eher niedrigen Mechanical Index (MI) von 0,6 als Mass fiir die
Ultraschallintensitét zeigte. Mit optimierten Einstellungen kénnen MI-Werte um 1,3 bis 1,4

im pulsed-wave Modus erreicht werden.

Bei den ASS-Thromben konnte ebenfalls kein signifikanter Effekt zugunsten der
Sonothrombolyse festgestellt werden. Dieses liegt aber vor allem daran, dass ASS die
Thrombolyseraten aller Thrombolysemethoden signifikant erhéht und man in dem Fall von
einem Ceiling-Effekt fir ULTRASCHALL durch ASS ausgeht. Daraus folgt, dass die

Wirkung von ASS bestehende Unterschiede, wie zum Beispiel den signifikanten
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Unterschied bei den ASS-freien-Thromben zwischen DSPA + US und rt-PA + US zugunsten
DSPA + US (p=0,01), aufhebt. Der Effekt von ASS und Thrombolyse jeglicher Methode ist

so grof3, dass man jede nutzen kann.

Inwieweit eine Sonothrombolyse einen festen Bestandteil in der Therapie eines
ischamischen Schlaganfalls ausmachen sollte, muss noch untersucht werden. Eine
Metaanalyse, welche im Jahr 2018 publiziert wurde, verglich insgesamt 16 durchgefiihrte
in-vivo-Studien von 1994-2017 (Auboire et al., 2018).

Hierunter waren ebenfalls Studien, welche Ultraschallkontrastverstarker (Mikrosphéaren,
micro-bubbles) nutzten. Diese werden intravenés appliziert und kdnnen unter
Ultraschalleinfluss eine bestimmte Energie entwickeln, welche beim Zerplatzen diese
Energie abgeben und die Wirkung von Ultraschall verstéarken. Unter diesen 16 Studien
untersuchten 5 Studien die Sicherheit der Nutzung des transkraniellen Ultraschalls. 2
Studien untersuchten die Wirksamkeit von rt-Pa+ Ultraschall, 4 Studien die Sicherheit und
die Wirksamkeit von transkraniellen Ultraschall und 5 Studien die Sicherheit und
Wirksamkeit von rt-Pa+ Ultraschall.

Bezuglich der Wirksamkeit nutzen die Halfte der Studien (8 von 16) die InfarktgroRRe als
Bewertung, wahrend 4 neurologische Scoresysteme nutzten. Die meist genutzte
Bewertung der Wirksamkeit war aber die Rekanalisationsrate. Des Weiteren wurden
unterschiedliche Modelle und verschiedene Ultraschalleinstellungen fir die
Untersuchungen genutzt. Eine ahnliche Einstellung, die bei allen Studien genutzt wurde,
war die Frequenz, welche zwischen 800kHz und 3MHz lag. Auboire et al. vermuteten, dass
dieses auf einer Erkenntnis einer Studie beruht, in welcher festgestellt wurde, dass eine
niedrige Frequenz (in dem Fall 300kHz) das Risiko an intrakraniellen Blutungen erhéht
(Daffertshofer et al., 2005).

Man kann aufgrund der Heterogenitat der Ultraschalleinstellungen nicht sagen, welche
Einstellung am wirksamsten ist. Insgesamt zeigten alle Studien positive Effekte bei der
Behandlung mit transkraniellen Ultraschall allein oder auch mit zusatzlicher Gabe von rt-Pa
im Vergleich zu den Kontrollgruppen.

Bezuglich der Sicherheit ergab sich ein Konsens in allen Studien: die Rate an intrakraniellen
Blutungen zeigte sich nicht héher als in den Kontrollgruppen.

Insgesamt gesehen waren sich Auboire et al. einig, dass die zusétzliche Applikation von
Ultraschall einen wesentlichen thrombolytischen Effekt besitzt. Einig waren sie sich auch,
dass es noch wenige Studien zum Thema Sicherheit des transkraniellen Ultraschalls
wahrend der Thrombolysetherapie gibt. Dies wéare ein wichtiges Thema fir weitere
Untersuchungen. Zusétzlich stellten sie in Aussicht, dass der transkranielle Ultraschall auch

nach Thrombektomie genutzt werden kdnnte (Auboire et al., 2018).
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4.10 Limitierungen der Studie

In dieser in-vitro-Studie hinsichtlich der Frage des Thrombolyse-Erfolges verschiedener
(Sono-)Thrombolysestrategien mit ASS in der Pramedikation wurde ein statisches Modell
genutzt. Fir reproduzierbare Messungen wurde ein bereits erprobtes standardisiertes
Gerinnungsprotokoll zur Herstellung der Thromben genutzt (Roessler et al., 2014; Roessler
et al., 2015).

Verglichen mit dem menschlichen Blut im Koérper zeigten sich die hergestellten Thromben
reich an Thrombozyten und &armer an roten und weil3en Blutkdrperchen. Dieses
Gerinnungsprotokoll wurde bereits 2014 erprobt und mit in-vivo-Thrombozyten verglichen
(Roessler et al., 2014). Es wurde ein Gerinnungsprotokoll fur die Herstellung von Thromben
gefunden, in dem die hergestellten Thromben eine groRe histologische Ahnlichkeit mit in-
vivo-Thrombozyten aufwiesen. Zudem hatten diese Thrombozyten-reichen Thromben eine
ausreichende Stabilitat fur die Experimente und es konnten adaquate Lyseraten mit rt-Pa
nachgewiesen werden (Roessler et al., 2014). Diese Umverteilung der Blutkérperchen den
verwendeten Thromben spiegelt den Fahraeus-Lindgvist-Effekt in englumigen BlutgefalZen
wider, bei dem es zu einer scheinbaren Abnahme der Blutviskositét in BlutgeféaRen mit
abnehmendem Durchmesser kommt. Hierbei kommt es aufgrund der Fluiditat der
Erythrozyten und der wandnahen Scherkréafte zur Umverteilung der Blutkdrperchen. Die
Erythrozyten weichen in den Axialstrom aus, sodass ein zellarmer Randstrom entsteht.
Dieser zellarme Randstrom am Endothel, an welchem die Blutgerinnung beginnt, ist
wiederum reich an Thrombozyten. Asu diesem Grund wurden Thrombozyten-reiche
Thromben verwendet.

Dieser Reichtum an Thrombozyten koénnte allerdings eine hohere ASS-induzierte

Hemmung der Thrombozyten zur Folge haben, als es in-vivo der Fall ist.

Das vorliegende Modell ist nicht in der Lage die komplexe Interaktion zwischen dem
entwickelnden Thrombus und dem Endothel zu simulieren. Auch die gegenseitige
physiologische Hand in Hand einhergehende Beeinflussung zwischen Gerinnung und
Fibrinolyse kénnen in diesem Modell nicht beriicksichtigt werden.

Es ist aul3erdem ein statisches Modell, sodass dort kein physiologischer Blutfluss herrschen
kann und Scherkréfte im Blutfluss nicht dargestellt werden kénnen. Aufgrund dessen wurde
ein pulsatilies Modell, welches den physiologischen Blutfluss nachempfindet, zur
Untersuchung der (Sono-)Thrombolyse entwickelt (Roessler et al., 2011). Man kdnnte so

die durchgefiihrten Experimente mit ASS ebenfalls in dem pulsatilen Modell durchftihren.
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Ebenfalls beruhen die vorliegenden semiquantitativen Analysen zur Bestimmung des
prozentualen Anteils des Fibrins in den REM-Bildern auf einer kleinen Anzahl. Es konnten
lediglich signifikante Unterschiede in der Kontrollgruppe A (mit ohne ohne ASS) aufgezeigt
werden. Aufgrund der kleinen Anzahl an erstellten REM-Bilder ist davon auszugehen, dass
es nicht gelang weitere signifikante Unterschiede des prozentualen Anteils des Fibrins
zwischen den verschiedenen (Sono-)Thrombolysestrategien mit und ohne ASS zu
bestimmen. Bei reiner Betrachtung der Bilder ist anzunehmen, dass es grol3e Unterschiede
zwischen den Thromben ohne und mit ASS nicht nur in der Kontrollgruppe geben musste.

Eine weitere Limitierung dieser Studie ist, dass der Schadelknochen beim Menschen nicht
berlcksichtigt wurde. Pfaffenberger et al. fanden in einem in-vitro-Experiment heraus, dass
ein pulsed-wave Ultraschall mit 1,8 MHz ohne die Hinzunahme eines Schadelknochens die
Thrombolyserate signifikant erhdht (p=0,00015, rt-PA+ PW-US vs. rt-PA allein). Unter
Hinzunahme eines Schadelknochens (Dicke >1,9mm) zeigte sich kein signifikanter
Unterschied mehr zwischen den Thrombolysemethoden (Pfaffenberger et al., 2005). Zu
Bedenken gilt ebenfalls, dass es sicherlich eine groRe Variabilitat in der
Schadelknochendicke bei Patienten gibt.

Des Weiteren war der in dieser Untersuchung verwendete Ultraschall mittels eines fir den
diagnostischen Routine-Gebrauch verwendeten Gerat nicht fur die maximale
Energieabgabe eingestellt, sondern verwendete den klinisch am haufigsten verwendeten
Ultaschall-Modus, den colour-coded (Farbduplexsonographischen) Modus. So kénnte die

Ultraschallwirkung méglicherweise unterschatzt worden sein.

Zusatzlich anzumerken ist die variierte Anzahl der durchgeflihrten Experimente zwischen
den unterschiedlichen Thromben-Gruppen (A-E). Insgesamt wurden 238 Thromben
hergestellt und den verschiedenen (Sono-)Thrombolysestrategien unterworfen. Dabei
wurden 42 Thromben fur A, 68 Thromben jeweils fur B und D und 30 Thromben fur C und
E hergestellt. Die unterschiedliche Anzahl erklart sich anhand der Platzverfigbarkeit in dem
statischen Modell und des gespendeten Blutes von den Blutspendern, die fur diese Studie
in Frage kamen.

Positiv hervorzuheben ist allerdings, dass eine Vergleichbarkeit zwischen den
verschiedenen Therapien hergestellt wurde, da die Anzahl der Thromben mit der rein
medikamentdésen Therapie (rt-Pa vs. DSPA) und die der Thromben mit der
Sonothrombolyse (rt-Pa + US vs. DSPA + US) identisch war.
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Trotz der genannten Limitierungen tragen dieses Modell und diese Experimente zu einem
besseren Verstandnis der hdheren Thrombolyserate bei Patienten mit ASS in der

Pramedikation bei.

4.11 Fazit

Die aktuellen Schlaganfall-Leitlinien geben vor, dass zu einer Sekundarprophylaxe unter
anderem ASS in einer taglichen Dosierung von 100mg gehdrt, welches binnen 48 Stunden
nach Auftreten der ersten Symptome, wenn keine Kontraindikationen vorliegen, dauerhaft
eingenommen werden sollte.

Die Ergebnisse der vorliegenden in-vitro-Studie zeigen, dass ASS einen Ceiling-Effekt
beziglich der Thrombolyseraten bei den (Sono-)Thrombolysestrategien bewirkt. Dabei
zeigten sich signifikant erhdhte Thrombolyseraten bei den ASS-Thromben im Vergleich zu
den ASS-freien Thromben bei jeglicher Thrombolysestrategie (bei jeder Strategie p<0,001).
Die irreversible Hemmung der COX-1 in den Thrombozyten durch ASS und die damit
hervorgerufene Beeintrachtigung der Gerinnung ist gut erforscht. Zusatzlich zu dieser
Wirkung acetyliert ASS ebenso Lysin-Rlckstdnde am Fibrinogen und bewirkt so eine
Strukturveranderung des Fibrinnetzwerks und der einzelnen Fibrinfilamente. In den REM-
und TEM-Bildern liel3 sich ein weniger kompaktes Fibrinnetzwerk mit einem resultierenden
weniger resistenten Thrombus gegentiber einer Thombolyse darstellen. Durch das lockere
Fibrinnetzwerk und die dickeren Fibrinfilamente ging die Studie von einer gréf3eren
Angriffsflache und eine mdgliche gré3ere Eindringtiefe der Thrombolysemedikamente aus.
In der vorangegangenen Studie von Roessler et al (2015) zeigte sich eine Uberlegenheit
von DSPA gegeniiber rt-Pa und einen nichtsignfikanten Effekt von zusatzlicher
Ultraschallapplikation. In dieser Studie werden diese Unterschiede durch den Ceiling-Effekt
von ASS aufgehoben.

Zudem zeigte sich, dass die Ergebnisse der vorliegenden in-vitro-Experimente mit den
Ergebnissen vorangegangener in in-vivo-Studien mit rt-Pa-Thrombolyse bei Patienten mit

ASS in der Pramedikation Ubereinstimmten.
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5 Zusammenfassung

Der akute Schlaganfall ist die fuhrende Ursache fir eine neurologische Funktionsstorung
und die zweithaufigste Todesursache weltweit. Im Rahmen der Sekundérprophylaxe nach
zerebro- und kardiovaskularen Erkrankungen wird in der tberwiegenden Anzahl der Falle
eine lebenslange Medikation mit Aspirin® (ASS) begonnen. Angesichts der Haufigkeit
dieses Medikaments in der Pramedikation von Patienten wurde ein experimentelles Setting
entwickelt, in dem es herauszufinden galt, inwieweit ASS in der Pramedikation einen

Einfluss auf unterschiedliche (Sono-)Thrombolysemethoden in-vitro hat.

Gemal} einem erprobten, standardisierten Gerinnungsprotokoll wurden zwei verschiedene
Formen von Thromben hergestellt: Thromben ohne den Zusatz von ASS und Thromben mit
dem Zusatz von ASS. AnschlieBend wurden diese Thromben in einem einstiindigen
Experiment verschiedenen (Sono-)Thrombolysestrategien unterworfen. Fir beide
Thrombenformen mit und ohne ASS galt dabei: Gruppe A: Kontrollgruppe, Gruppe B:
Actilyse (rt-Pa, 60kU/ml), Gruppe C: rt-Pa und Ultraschall (US, 2MHz+0,179W/cm?),
Gruppe D: Desmoteplase (DSPA, 2ug/ml) und Gruppe E: DSPA und US. Nach einer Stunde
wurde die Thrombolyserate, anhand des Gewichts vor und nach der (Sono-)Thrombolyse
bestimmt. Zudem wurden die Thromben mit einem Elektronenmikroskop hinsichtlich ihrer

Fibrinstruktur untersucht.

In beiden Formen von Thromben zeigte sich eine signifikant hdhere Thrombolyserate bei
allen (Sono-)Thrombolysestrategien verglichen mit der Kontrollgruppe (jeweils p<0,001).
Der Zusatz von ASS erhohte die Thrombolyserate bei allen (Sono-)Thrombolysestrategien
ebenfalls signifikant (p<0,001) und flihrte zu einem Ceiling-Effekt bezlglich der (Sono-)-
Thrombolysemethoden. Vorherige Unterschiede bei den Thromben ohne ASS bestanden
nicht mehr.

Eine semiquantitative Analyse bei der Elektronenmikroskopie zeigte eine erniedrigte
Fibrindichte bei den Thromben mit dem Zusatz von ASS. Es konnte ein signifikanter
Unterschied in dem prozentualen Anteil des Fibrins in allen Thrombengruppen festgestellt
werden (p=0,005). In paarweisen Vergleichen fand sich ein signifikanter Unterschied

lediglich bei den Gruppen A und E, jeweils mit und ohne ASS (jeweils p=0,029).

ASS in der PrAmedikation fuhrt in-vitro zu einer signifikant hdheren Thrombolyserate. ASS
hemmt nicht nur die Cyclooxygenase-1 in den Thrombozyten und damit ihre Interaktion,
sondern acetyliert ebenfalls Lysin-Rickstande an der Aa- Untereinheit des Fibrinogens,

welches zu einer Strukturverdnderung des Fibrins fuhrt. Dabei nimmt die Dicke der
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Fibrinfilamente zu und es entsteht ein weniger kompaktes und inkomplett vernetztes
Fibrinnetzwerk, welches leichter lysiert werden kann. Dieses konnte auch bereits in einer
in-vivo-Studie festgestellt werden. Es zeigten sich in einer weiteren in-vivo-Studie keine
héheren Raten an Blutungskomplikationen unter ASS und einer Thrombolyse mit rt-Pa,
sodass eine ASS-Pramedikation keine Kontraindikation fir eine Thrombolysetherapie
darstellen sollte. Inwieweit Patienten von einer ASS-Pramedikation hinsichtlich eines
gunstigeren Outcomes nach einem Schlaganfall profitieren, muss noch genauer untersucht

werden.
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7 Anhang

7.1 Abbildungen

O O

Domane

Y

Abbildung 1: Struktur eines stark schmematisierten Fibrinmolekils. Es bestehen 6 Polypeptidketten:
2Aa,2B,2y, welche ein Hexamer bilden (nicht dargestellt). Das Molekil hat 3 Hauptstrukturen: E-Domane,
welche aus den Aminosauren-Anteilen aller 6 Polypeptidketten besteht und die Fibrinopeptide A und E besitzt
und die beiden &uReren D-Strukturen, welche Carboxyl-Anteile der BB und y-Ketten besitzen. Die Verbindung
zwischen E und D enthélt die Carboxyl-Doméne der Bf und y-Ketten. Die Carboxyl-Anteile der a-Ketten sind
als aC-Doméane an den D-Strukturen erkennbar. (y: Funktionale Variante der y-Kette (7-15% Haufigkeit), hat
eine Bindungsstelle fur Thrombin und Faktor XIlI1.)
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Abbildung 2: Rasterelektronenmikroskopie. Kontrollgruppe A ohne Zusatz von ASS.
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Abbildung 3: Rasterelektronenmikroskopie. Kontrollgruppe A mit Zusatz von ASS.
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Abbildung 4: Rasterelektronenmikroskopie. Gruppe B (rt-Pa) ohne ASS
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Abbildung 5: Rasterelektronenmikroskopie. Gruppe B (rt-Pa) mit ASS
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Abbildung 6: Rasterelektronenmikroskopie. Gruppe C (rt-Pa+ US) ohne ASS
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Abbildung 7: Rasterelektronenmikroskopie. Gruppe C (rt-Pa + US) mit ASS
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clot without ASA clot with ASA

Abbildung 8: Schematische Darstellung des Einflusses von ASS auf die Thrombusstruktur.
Aktivierte Plattchen (aP) und weniger aktivierte Plattchen (P) sind durch Fibrin (F) miteinander
vernetzt. ASS inhibiert Cyclooxygenase-1 und damit die Synthese von Thromboxan A2. Dieses
fuhrt zu einer geringeren Thrombozytenaggregation und Thrombozytenaktivierung. Zudem
acetyliert ASS Lysin-Riickstande am Fibrinogen, woraus ein weniger kompaktes Fibrinnetzwerk
entsteht. Aufgrund dessen kdnnen Thrombolysemedikamente (drugs, D) tiefer in den Thrombus
eindringen, welches zu einer héheren Thrombolyserate fiihrt.
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7.2 Abkilrzungsverzeichnis

e a-Granula: Alpha-Granula

e AIS: Akuter ischamischer Schlaganfall

o ASS: Aspirin

e ATT: Antithrombotic Trialists

o BC: Buffy Coat

e BMI: Body-Mass-Index

e CAPRIE: Trial of Clopidogrel versus Aspirin in Patients at Risk of Ischaemic
Events

e CCT: kranielle Computertomographie

o DEDAS: Dose Escalation of Desmoteplase for Acute Ischemic Stroke

e df: fractal dimension

o DGN: Deutschen Gesellschaft fir Neurologie

e DIAS: The Desmoteplase in Acute Ischemic Stroke Trial

e DSPA: Desmodus Rotundus Salivary Plasminogen Activator; Desmoteplase

e ECASS: European Cooperative Acute Stroke Study

e |ST-3: Third International Stroke Trial

¢ MRT: Magnetresonanztomographie

e NIHSS: National Institutes of Health Stroke Scale

¢ NINDS: National Institute of Neurological Disorders and Stroke

e NNT: number needed to treat

e OHS: Oxford Handicap Scale

e PFP: Plattchen-freies-Plasma

e PRP: Plattchen-reiches-Plasma

e REM: Rasterelektronenmikroskop

e rt-Pa: Rekombinanter gewebespezifischer Plasminogenaktivator

e TEM: Transmissionselektronenmikroskop

e TIA: transitorische ischdmische Attacke

e t-Pa: Gewebespezifischer Plasminogenaktivator

e US: Ultraschall

e vs.:Versus

e VWF: von-Willebrand-Faktor
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7.3 Ethikvotum

UNIVERSITAT ZU LUBECK Ethik-Kommission

Vorsitzender:

Herr Prof. Dr. med. Dr. phil. H. Raspe
Stellv. Vorsitzende

Frau Prof. Dr. med. M. Schrader

22gn1.5vY

Universitat zu Libeck - Ratzeburger Allee 160 - 23538 Liibeck Universitat zu Libeck
Ratzeburger Allee 160

Herrn 23538 Libeck

Dr. F. Roessler Sachbearbeitung: Frau Janine

Klinik fir Neurologie Erdmann

Tel.: +49 451 500 4639

Fax: +49 451 500 3026
janine.erdmann@medizin.uni-
luebeck.de

im Hause

Aktenzeichen: 07-193
Datum: 09. August 2012

Versuche zur Untersuchung der Wirkmechanismen der Sonothrombolyse mit
Desmoteplase und Optimierung an einem statistischen in-vitro-Modell

Hier: Amendment 2 — Ihr Schreiben vom 19. Juli 2012 (Eingang 08.08.2012)
Sehr geehrter Herr Dr. Roessler,

Sie informieren uns in lhrem Schreiben vom 19.07.2012 liber das oben genannte
Forschungsvorhaben. Es handelt sich dabei um eine Versuchsreihe, die der Vorgehensweise im
unter dem AZ 07-193 bereits zustimmend bewerteten Studienvorhaben weitgehend entspricht. Die
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Dieses Amendment habe ich zustimmend zur Kenntnis genommen.
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Die é&rztliche und juristische Verantwortung des Studienleiters und der an der Studie
teilnehmenden Arzte bleibt entsprechend der Beratungsfunktion der Ethikkommission durch
unsere Stellungnahme unberiihrt.

Mit freundlichem GruR® und besten Wiinschen
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Ihr
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Prof. Dr. med. Dr. phil. H. Raspe
Vorsitzender

77



7.4 Danksagungen

An dieser Stelle mdchte ich all den Menschen danken, die durch Ihre Unterstiitzung das
Gelingen dieser Arbeit erst moglich gemacht haben.

Mein Dank gilt dem Direktor der Klinik fir Neurologie der Universitdt zu Lubeck, Herrn
Professor Dr. med. Thomas Munte fur die Genehmigung, meine Dissertation in seiner Klinik

anfertigen zu durfen.

Mein besonderer Dank gilt meinem Doktorvater Herrn PD Dr. med. Jirgen Eggers fur die
freundliche Betreuung, die ldeengebung und die groRRe Hilfe bei der Anfertigung dieser
Arbeit.

Ferner gilt mein Dank meinem Betreuer Dr. med. Dr. rer. medic. Florian C. Roessler, fiir die
begeisternde Hilfe bei der Durchfihrung der Experimente, bei Hilfestellungen und der

Zusammenarbeit bei der Anfertigung der Publikation.

Des Weiteren mdchte ich mich herzlich bei den Mitarbeiterinnen und Mitarbeitern des
Blutspendezentrums am Campus Libeck bedanken, ohne deren Hilfe ich die Experimente
nicht hatte durchfihren kénnen.

AulRerdem danke ich Herrn PD Dr. Ulrich Gartner vom Institut fir Anatomie und Zellbiologie
der  Justus-Liebig-Universitat in Giessen  fur  die Bereitstellung des

elektronenmikroskopischen Bildmaterials.

Mein auf3erordentlicher Dank gilt Carl Vahldieck, ohne dessen Geduld und liebevolles
Verstandnis diese Arbeit nicht héatte gelingen kdnnen. Die mehrfache Durchsicht,
differenzierten Anmerkungen und vor allem die Unterstiitzung und der Halt haben mir immer
wieder Kraft gegeben.

Ein besonderer Dank gilt meinen Eltern Marion und Joachim Kasperski und meinem Bruder
Michael Schumacher, die mich auf meinem Weg durch das Studium begleitet haben, immer
ein offenes Ohr fiir meine Sorgen hatten und mich bei der Anfertigung dieser Doktorarbeit

unterstitzt haben.

78



7.5 Lebenslauf

Sabrina Schumacher

SpillerstralRe 11- 23564 Libeck - Tel.: +49-0172-1720140

Sabrina.Schumacher1988@yahoo.de

mPersdnliche Daten

Name:
Geburtsdatum:
Geburtsort:
Familienstand:

Konfession:

mSchulausbildung

1995- 1996:
1996- 1999:
1999- 2001
2001- 2008:

Juni 2008:

Sabrina Schumacher
22.07.1988
Ludenscheid

Ledig, keine Kinder

Evangelisch

Grundschule in Herne

Grundschule in Adendorf
Orientierungsstufe in Adendorf
Gymnasium Johanneum in Lineburg

Abitur am Gymnasium Johanneum

79



mStudium

Oktober 2008 - August 2010:
Gottingen

August 2010:

April 2011- Juli 2015:
April 2014:
Juni 2015:

07. Juli 2015:

mBerufliche Laufbahn

August 2015 — Dezember 2015:

Seit Januar 2016:

mPublikationsverzeichnis

Humanmedizin, Georg- August- Universitat

1. Staatsexamen, Georg- August-
Universitat Goéttingen

Humanmedizin, Universitat zu Lubeck
2. Staatsexamen, Universitat zu Libeck
3. Staatsexamen, Universitat zu Libeck

Approbation

Assistenzarztin in der Frauenheilkunde und
Geburtshilfe UKSH Liibeck

Assistenzarztin in der Kardiologie Sana
Klinik Lubeck

07. Mai 2014: Posterprasentation: The impact of acetylsalicyl acid on in-vitro
sonothrombolysis auf der European Stroke Conference in Nizza

Roessler FC, Wang Z, Schumacher S, Ohlrich M, Kaps M, Menciassi A, et al: In vitro
examination of the thrombolytic efficacy of desmoteplase and therapeutic ultrasound
compared to rt-PA. Ultrasound Med Biol 2015; 41: 3233-3240.

Roessler FC, Schumacher S, Sprenger A, Gartner U, Al-Khaled M, Eggers J: Clot
Formation in the Presence of Acetylsalicylic Acid Leads to Increased Lysis Rates
Regardless oft he Chosen Thrombolysis Strategy. Journal of Vascular Research 2016;
53(3-4): 128-137

Schumacher S, Weil J: Vermeintliche Therapieresistenz. Erst nach Jahren fand man die
Hochdruckursache. Cardiovasc 2018; 18(2): 30-31

80



