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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Schlaganfall

1.1.1. Definition, Einteilung, Epidemiologie und Risikofaktoren des Schlaganfalls

Es nimmt der Augenblick, was Jahre geben.

Johann Wolfgang von Goethe

Es war das Jahr 1658, als der Schweizer Pathologe Johann Jakob Wepfer in seinem Werk
wApoplexie* erstmals in der Geschichte der Medizin iiber eine intra- und extrakranielle
Thrombose der Karotiden berichtete. Seinen Vorstellungen zufolge seien in Anlehnung an Galen
sogenannte ,natural spirits* aus der Korperperipherie hervorgegangen und iiber das Blut zum
Herzen transportiert worden, wo eine Umwandlung der ,natural spirits® in ,yvital spirits*
erfolgte. Uber die Karotiden und Vertebralarterien seien die ,,viral spirits anschlieBend in das
Gehirn gelangt. Dies habe die Bildung von ,,animal spirits* in Cerebrum, Cerebellum und der
Medulla oblongata ermoglicht. Erst durch Ausbreitung der ,,animal spirits* iiber die Medulla,
das Riickenmark und die peripheren Nerven sei es einem Menschen mdglich gewesen, Sinn,
Verstand, Bewusstsein und die Fahigkeit der Bewegung einzelner Korperteile zu entwickeln.
Wiirden die ,,vital spirits* durch einen Verschluss der Gefidlle daran gehindert werden in das
Gehirn zu gelangen, resultiere ein Schlaganfall (1).

Aus heutiger Sicht definiert die WHO den Schlaganfall als ein Krankheitsbild, welches sich
durch das Auftreten einer fokalen oder globalen Storung der zerebralen Funktion auszeichnet
und mindestens 24 Stunden (h) anhélt oder zum Tode fiihrt sowie nicht offensichtlich auf eine
avaskuldre Ursache zuriickzufiihren ist. Eschenfelder et al. fiigen des Weiteren hinzu, dass es
sich demzufolge um ein akut einsetzendes fokales (oder globales) neurologisches Defizit auf-
grund einer umschriebenen (oder globalen) Durchblutungsstorung des Gehirns handle (2).
Atiologisch kénnen 2 Formen des Schlaganfalls unterschieden werden. Mit 85-87 % reprisen-
tiert der ischdmische Schlaganfall den weitaus groBeren Teil im Vergleich zur himorrhagischen
Form, die fiir 13-15 % der Félle verantwortlich ist. Beiden Formen sind Symptome wie fokale
Muskelschwiche oder Taubheit, Sehstorungen, Schwindel, Verwirrtheit, Sprach- und Verstind-
nisstorungen sowie plotzlicher schwerer Kopfschmerz gemein. Dem ischdmischen Schlaganfall
liegt ein GefdBverschluss zugrunde, der konsekutiv zu einer Minderversorgung des

nachgeschalteten Areals mit Sauerstoff flihrt. Dieser Verschluss kann durch 3 Mechanismen her-
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vorgerufen werden. Die im Rahmen einer large vessel disease (LVD) langsam voran schreitende
Atherosklerose kann zur Ruptur einer intravaskuldr gelegenen Plaque und im Folgenden zur
Entwicklung eines Thrombus oder Embolus fiithren, welcher eine Reduktion des zerebralen Blut-
flusses (CBF) zur Folge haben kann. Diese Verdnderungen konnen sowohl intrakraniell, als auch
in extrakraniellen Gefillen, wie dem Arcus aortae, auftreten. Im Gegensatz dazu betreffen laku-
nire Infarkte die kleinen GefaBle des Gehirns, weswegen oft von einer small vessel disease
(SVD) gesprochen wird. Als ursidchlich fiir die okklusiven Verdnderungen der kleinen Gefal3e
wird die Entstehung einer Lipohyalinose gesehen. Dabei handelt es sich um eine Degeneration
der GefiBwand mit Ablagerungen innerhalb des Gefilllumens. Beispiele fiir Lipohyalinose-
hervorrufende Erkrankungen sind die Eklampsie und Arteriitiden. Der dritte Mechanismus, dem
ein ischdmischer Infarkt zugrunde liegen kann, entspricht dem der Embolie. Dabei gelangen
Thromben aus der Peripherie in die hirnversorgenden Gefdfle und fiihren zu einem Gefal3ver-
schluss. Der Grof3teil der zirkulierenden Thromben ist kardialer Genese und wird durch Vorhof-
flimmern (VHF), akuten Myokardinfarkt (AMI), Klappenerkrankungen, Kardiomyopathien oder
Endokarditis beglinstigt. Ferner konnen auch Fettembolien aus frakturierten Knochen oder
korpuskuldre Thromben bei Drogenabhingigen eine Okklusion von intra- und extrakraniellen
GefaBen herbeifithren. Bei jiingeren Patienten werden auch andere, vor allem seltenere,
Ursachen eines ischdmischen Schlaganfalls beobachtet. Zu diesen gehdéren u. a.
GefaBdissektionen, Hyperkoagulabilitit, Sinusvenenthrombose, Vaskulitis, Hyperviskosititssyn-
drome, Thrombozytosen, Sichelzellandmie und ein persistierendes, offenes Foramen ovale (3).
Héamorrhagische Schlaganfille zeichnen sich durch eine besonders hohe Mortalitdt aus. Inner-
halb von 30 Tagen nach dem Schlaganfall versterben 35-52 % der Patienten, die Hélfte davon in
den ersten 2 Tagen (4). Vor Etablierung der Computertomografie als Diagnostikum der Wahl
war mit einer Mortalitdt von 58-92 % zu rechnen (2). Weiterhin unterscheidet sich gegeniiber
dem ischdmischen Schlaganfall das Patientengut, welches im Falle der hamorrhagischen Schlag-
anfille meist jliinger als 40 Jahre alt ist. Ferner tritt diese Form des Infarkts in der schwarzen
sowie asiatischen Bevolkerung 2-3-mal haufiger auf. Den hiufigsten Typ des hdmorrhagischen
Infarkts stellt die intrazerebrale Blutung (ICB) dar, welche fiir 10 % aller Schlaganfille verant-
wortlich ist. Fiir 60 % dieser Blutungen ist ein arterieller Hypertonus ursidchlich. Daneben zéhlen
Koagulopathien (idiopathisch wie auch iatrogen hervorgerufen), Amyloidablagerungen bei
dlteren Menschen sowie gut vaskularisierte Metastasen, z. B. des malignen Melanoms oder Nie-
renzellkarzinoms, zu den Ursachen. Wihrend die intrazerebrale Blutung grofBtenteils tief in den
Hemisphédren oder in den Lobi parietales et occiptales aufiritt, entsteht die Subarachnoidal-

blutung (SAB) durch Rupturen von sakkuldren, insbesondere an Gefa3bifurkationen gelegenen,
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Aneurysmen. Insgesamt verursachen SAB 3-5 % aller Schlaganfille. Ein besonderes Merkmal
ist neben der Bevorzugung des weiblichen Geschlechts die Gefahr eines sekundéren Infarkts
durch Vasospasmen intrakranieller Gefdlle in der spdten Phase wihrend der Behandlung einer
SAB (3, 4).

Epidemiologisch gilt der Schlaganfall nicht nur als Hauptursache fiir Behinderung im Erwachse-
nenalter (5, 6), sondern repréasentiert auch den hdufigsten Grund einer erworbenen Epilepsie im
fortgeschrittenen Alter und bedingt am zweithdufigsten die Entwicklung einer Demenz (7). Jéhr-
lich erleiden weltweit 150-350/100.000 Menschen einen Schlaganfall (2), in Deutschland rechnet
man mit einer Inzidenz von ca. 174/100.000, dem entsprechen 185.000 bis 220.000 Fille pro
Jahr (8). Betrachtet man Statistiken aus den Vereinigten Staaten von Amerika (USA), tritt ein
Schlaganfall alle 40-45 Sekunden (s) auf. Wahrend dort die Pridvalenz der unter 40-Jdhrigen bei
0,5 % liegt, betragt diese im Alter von 60-79 Jahren 6 % und steigt bis auf iiber 12 % bei den
iiber 80-Jahrigen (3). Vergleicht man Statistiken der Industrienationen miteinander, finden sich
Inzidenzen bis zu 600/100.000 in Novosibirsk, Russland (9). Neben hoheren Inzidenzzahlen,
zeigen sich in Osteuropa auch schwerwiegendere Folgen eines Schlaganfalls im Vergleich zu
den westeuropdischen Staaten (7). Generell ldsst sich eine Altersabhidngigkeit fiir das Auftreten
eines Schlaganfalls feststellen. So sind mehr als 70-75 % der Patienten ilter als 65 Jahre (6, 10).
Im Jahr 2005 waren weltweit 6 Millionen (Mio.) Todesfille auf einen Schlaganfall zuriick-
zufiihren, was einen relativen Anteil von ca. 10 % aller Todesfélle bedeutet (5). Demzufolge
stellt die Erkrankung die dritthdufigste Todesursache in den westlichen Landern nach der koro-
naren Herzkrankheit (KHK) und Krebserkrankungen dar (5, 10). In der nichsten Dekade
erwartet man zudem eine Steigerung der, auf einen Schlaganfall zuriickzufiihrenden, Todesfille
um etwa 12 % (5). Zur Veranschaulichung des Sachverhaltes sei wiederholt auf die Statistiken
der USA verwiesen, aus denen hervorgeht, dass alle 3-4 Minuten (min) ein Patient an einem
Schlaganfall verstirbt, umgerechnet ergibt das eine Gesamtzahl von 150.000 Todesfillen pro
Jahr (3). Im zeitlichen Verlauf versterben weltweit ein Viertel der Patienten nach einem Monat,
ein Drittel nach 6 Monaten und die Hailfte innerhalb eines Jahres (9). In Deutschland sterben
rund 15 % der Patienten innerhalb von 3 Monaten an den Folgen eines Schlaganfalls. Diese
konnen in direktem Zusammenhang mit dem Infarkt stehen, insbesondere als vom Infarkt her-
vorgerufene Odematdse Raumforderung, oder sekunddr zum Tode fiihren. Als sekundire
Ursachen hervorzuheben sind v. a. Pneumonie, Lungenarterienembolie, Einblutung und ein
zweiter Schlaganfall (2). Eine zusitzliche Bedeutung erlangt der Schlaganfall unter gesundheits-
okonomischen Aspekten. Keine Erkrankung erfordert sowohl in der stationdren, als auch in der

héuslichen Pflege einen groferen Aufwand (10). Weltweit sind 2-4 % aller Gesundheitskosten
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auf die Folgen eines Schlaganfalls zuriickzufiihren, in den Industrienationen werden allein 4 %
der Gesamtpflegekosten fiir die Versorgung von Schlaganfallpatienten aufgewendet (11). 2008
betrugen die direkten medizinischen und indirekten, z. B. durch Produktivititsausfall verur-
sachten, Kosten in den USA rund 65,5 Milliarden (Mrd.) US-Dollar (3). Bis zum Jahr 2020 wird
erwartet, dass die vom Gesundheitssystem zu tragenden Kosten der Schlaganfallnachsorge nach
der KHK, Depression und Verkehrsunféllen an die vierte Stelle vorriicken (12). Zwar zeigt die
Inzidenz schon seit langem eine fallende Tendenz, jedoch fallt die Mortalitdtsrate im Vergleich
dazu schneller und die Zahl der Uberlebenden steigt in gleichem MaBe. Somit ist in naher Zu-
kunft mit steigenden Kosten und aufwendigerer Fiirsorge zu rechnen (11). Derzeit betrigt die
relative Zahl permanent behinderter Patienten 3 Monate nach Schlaganfall 15-30 %. 20 %
nehmen professionelle Hilfe, beispielsweise in Form von institutioneller Fiirsorge, in Anspruch
(6). In Deutschland werden 650.000-945.000 Patienten aufgrund von Schlaganfallfolgen ver-
sorgt (8).

Der wichtigste Risikofaktor, unabhingig vom Typ des Schlaganfalls, ist der arterielle Bluthoch-
druck (3, 7, 13, 14). Zwischen dem Anstieg des arteriellen Drucks und der Risikoerhohung be-
steht ein linearer Zusammenhang. So bedingt eine Erhdhung des Blutdrucks um 10 mmHg je
nach Literatur eine Risikoerh6hung von 10-30 %. Liegt der Blutdruck dauerhaft iiber 120/80
mmHg, verdoppelt sich das Lebenszeitrisiko fiir das Auftreten eines Schlaganfalls (3, 13). Darii-
ber hinaus spielen auch andere Herz-Kreislauf-Erkrankungen eine wichtige Rolle. Leidet ein
Patient an einer KHK, ist das Risiko fiir einen Schlaganfall 2-fach erhéht (3). Besteht dagegen
ein VHF, verfiinffacht sich das Risiko (3, 7, 14). Ferner kann eine hochgradige Karotisstenose
das Risiko einer Minderperfusion des Gehirns erhdhen (3). In der Vergangenheit wurde oft {iber
den Einfluss einer postmenopausalen Ostrogensubstitution diskutiert. Viele Studien konnten
zeigen, dass die Verwendung derartiger Praparate zu einem erhohten Risiko fiihrt (15, 16, 17).
Ebenfalls kann Rauchen das Risiko fiir einen Schlaganfall steigern (3, 7, 14). Wahrend das Risi-
ko fiir einen ischdmischen Insult 2-fach erhoht ist, findet sich fiir die SAB eine 3-fache Erh6hung
sowohl beim médnnlichen, als auch weiblichen Geschlecht (18), auch Passivrauchen beglinstigt
das Entstehen eines Schlaganfalls (19). Eine tdgliche Konsumierung von mehr als 60 g Alkohol
filhrt ebenso zu einer Risikoerhohung. Dagegen verringert sich das Auftreten von Hirninfarkten
bei Verbrauch von weniger als 12 g pro Tag (3, 7, 14, 20). Weitere Faktoren, die nachweislich
einen Schlaganfall begiinstigen sind: Diabetes mellitus (D. m.) mit einer 1,8- bis 6-fachen
Risikoerhohung (3, 7, 13, 14), Body Mass Index (BMI) iiber 25 (21, 22), abdominelle Adipositas,
metabolisches Syndrom (3, 14), Hypercholesterindmie (23), niedriges high density lipoprotein
(HDL) bei Minnern (24), geringe Einnahme von Vitamin D (25) und eine
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Hyperhomocysteindmie (26). Demgegeniiber senken korperliche Aktivitdt (7, 14. 27) und eine
Erndhrung mit viel Obst und Gemiise das Schlaganfallrisiko (28). Eine besondere Stellung hat in
kiirzerer Zeit die transitorisch ischdmische Attacke (TIA) als eigenstindiger Risikofaktor einge-
nommen. TIAs sind kurze, nicht linger als 24 h dauernde, Episoden, die durch ein neurologi-
sches Defizit als Ergebnis einer fokalen zerebralen oder retinalen Ischdmie gekennzeichnet sind.
85-95 % der Episoden halten weniger als 60 min an. Der iibrige Anteil bildet sich innerhalb von
24 h zuriick (3). Man geht davon aus, dass ca. 8 % der Patienten mit einer TIA in den folgenden
8-15 Tagen einen Schlaganfall erleiden, Innerhalb von 3 Monaten sind es 20 % (29). Umgekehrt
geht 25 % aller Schlaganfille innerhalb von 3 Monaten eine TIA voraus (30). Jahrlich ist das
relative Risiko flir einen Insult nach einer TIA 2-5-fach erhoht (31). Analog zur TIA reprasen-
tiert auch ein bereits iiberlebter Schlaganfall einen eigenstindigen Risikofaktor. Nach einem Jahr
erleiden 8-15 % der Uberlebenden einen erneuten Schlaganfall, nach 5 Jahren sind es 30-40 %,
nach 10 Jahren bereits 55 % (13).

1.1.2. Pathophysiologie des ischiamischen Schlaganfalls

Das menschliche Gehirn benétigt flir seine Energiegewinnung pro Tag 75 Liter (1) molekularen
Sauerstoff sowie 120 Gramm (g) Glukose. Obwohl der relative Anteil des Korpergewichts nur 2
% betrigt, beansprucht das Gehirn rund 20 % des Herzzeitvolumens bzw. des ganzkorperlichen
Sauerstoffverbauchs (2). Diese grole Menge an Sauerstoff wird fiir die Gewinnung von Adeno-
sintriphosphat (ATP) im Rahmen der oxidativen Phosphorylierung benétigt. Rund 70 % dieser
energiereichen Verbindungen werden fiir die Funktion der Natrium-Kalium-ATPase (Na-K-
ATPase) verbraucht, um eine hohe intrazellulire Konzentration von Kalium (K") respektive eine
niedrige intrazelluldre Konzentration von Natrium (Na") und somit die Ionengradienten aufrecht
zu erhalten. Diese sind flir die Erzeugung von Aktionspotentialen erforderlich. Bei einer globa-
len Ischdmie sind die ATP-Reserven bereits nach 2 min verbraucht (32), ein totaler Verschluss
eines versorgenden Gefa3es fiihrt nach 5-10 min zu einem irreversiblen Zelluntergang (33). Zur
weiteren Veranschaulichung werden in der Literatur Angaben zum CBF gemacht. So erfolgt die
Energiegewinnung der Neuronen ab einem Fluss von 0,35 ml/g/min durch anaerobe Glykolyse.
Anoxische Depolarisationen entstehen aufgrund eines Zusammenbruchs des Energiehaushaltes
unterhalb eines Flusses von 0,15 ml/g/min (34). Die hohe Geschwindigkeit des Untergangs von
Neuronen und dementsprechend deren Vulnerabilitidt bei Hypoxie wird durch die Vorstellung
illustriert, dass dies bei einem Infarkt mit einer durchschnittlichen Gréf3e von 54 ml und einer

durchschnittlichen Entwicklung innerhalb von 10 h ein Absterben von 1,9 Mio. Neuronen, 14
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Mrd. Synapsen und eine Zerstorung von 12 Kilometern (km) myelinisierten Nervenfasern pro
min bedeutet (2).

Voraussetzung fiir das Verstdndnis der pathophysiologischen Mechanismen im Rahmen eines
Schlaganfalls ist das Konzept der Penumbra. Astrup et al. erkannten, dass in der infarktbedingten
Liasion verschiedene Areale voneinander abzugrenzen sind. Den ischdmischen Kern umgibt
demnach eine Zone, die zwar funktionell geschidigt, aber strukturell noch intakt ist. Die Be-
zeichnung entstand in Analogie zum Halbschatten um das Zentrum einer Sonnenfinsternis (35).
Innerhalb des Kerns kommt es aufgrund der mangelnden Energiegewinnung zur massiven
Storung metabolischer Prozesse, Verlust der Ionenhomdostase und der zelluldren Integritit.
Endpunkt dieser Ereignisse ist eine Nekrose des Gewebes innerhalb von Minuten. Dagegen be-
steht in der Penumbra eine leichtere Stérung der zelluliren Homdostase, sodass es zu einem
langsameren Zelltod und damit einhergehend zu einer langsameren VergroBerung der Lasion
kommt (36). Der CBF betrdgt im Kern durchschnittlich weniger als 10-25 % (10-12
ml/100g/min), demgegeniiber bleibt in der Penumbra ein Fluss von rund 60 ml/g/min bestehen
(32).

Aufgrund der Hypoxie innerhalb des Kerngebietes kommt es zu einer Storung der Funktion der
Na-K-ATPase und infolgedessen zu einer mangelnden Aufrechterhaltung der lonengradienten.
Daraus resultiert eine Depolarisation der Plasmamembran und einer Aktivierung spannungs-
abhiingiger Calcium (Ca”")-Kanile. Durch den Einstrom von Ca*’-Ionen werden exzitatorische
Neurotransmitter, vor allem Glutamat, freigesetzt. Im nicht ischdmischen Gehirn werden
Glutamatmolekiile {iber Transporter, insbesondere iiber einen Na'-abhingigen sekundir aktiven
Transport, sowohl pra- und postsynaptisch, als auch durch Astrozyten aufgenommen. Infolge der
steigenden intrazelluliren Na'-Konzentration kommt es zu einer Authebung dieses Transports
und konsekutiv zu einer Akkumulation im extrazelluldiren Raum. Dort bindet Glutamat an N-
Methyl-D-Aspartat (NMDA)-, a-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-Isoxazolpropionsédure (AMPA)-
und Kainatrezeptoren. Diese ionotropen Rezeptoren sind mit einem Ionenkanal gekoppelt, der
Na'- und Ca’*"-durchgingig ist. Bedingt durch die hohe extrazellulire Glutamatkonzentration
und Uberaktivierung der Rezeptoren erhoht sich die intrazellulire Ca**-Konzentration weiter. In
der Folge werden Ca**-abhingige Proteasen, Lipasen und DNasen aktiviert. Das im Rahmen der
anaeroben Glykolyse gebildete Laktat bewirkt iiber eine pH-Absenkung in Richtung Azidose
eine weitere Hemmung der Na-K-ATPase. Daneben kommt es zu einem passiven Einstrom von
Wasser und einem Gewebsddem. Resultierend aus dem Hyperkatabolismus und der Odem-
bedingten osmotischen Lyse (Nekrose) geht ein Grofteil der Zellen unter. Dieser aufgrund der

Uberaktivierung hervorgerufene Prozess wird unter dem Begriff der Exzitotoxizitit zusammen-
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gefasst (32, 33, 34, 36). Die hohen extrazelluldren Konzentrationen von Glutamat und K' fithren
zu einer Diffusion dieser Molekiile in die Penumbra. Dort rufen sie vereinzelte exzitatorische
und elektrochemische Depolarisationen hervor. Im Gegensatz zum Kern sind die Zellen der
Penumbra noch in der Lage, durch Repolarisation das Ruhepotential wiederherzustellen. Den-
noch bedeutet dies einen zusitzlichen Verbrauch energiereicher Verbindungen, sodass diese Pe-
ri-Infarkt-Depolarisationen zu einer Ausdehnung des Kerns beitragen konnen.

Als Ergebnis der Ischdmie kommt es zur Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS). Zu den
wichtigsten gehdren Superoxid, Wasserstoffperoxid und Hydroxylgruppen-tragende Radikale.
ROS konnen mit beliebigen Bestandteilen der Zelle reagieren und eine Schidigung hervorrufen.
Eine Schliisselstellung nimmt dabei das Superoxid ein. Durch Reaktion mit Stickoxid (NO) wird
das besonders zellschidigende Peroxynitrit gebildet. Zudem aktiviert dieses Reaktionsprodukt
Ca’"-Calmodulin-abhingige Formen der NO-Synthase (NOS). Im Gegensatz zur endothelialen
NOS (eNOS), die eine Vasodilatation vermittelt, rufen die neuronale (nNOS) und die
induzierbare NOS (iNOS) eine Verstirkung der NMDA-Rezeptor-abhdngigen Exzitotoxizitit
und die Bildung von Peroxynitrit hervor (36). Des Weiteren aktiviert NO die Poly(ADP)Ribose-
Polymerase 1 (PARP 1), die unter Verbrauch von ATP die Umsetzung von Nicotinsdureamid-
Adenin-Dinukleotid (NAD") zu Nicotinsiureamid katalysiert. Diese Umsetzung entzieht
wichtigen Stoffwechselschritten, z. B. der aneroben Glykolyse, das notwendige NAD". Ferner
fiihrt NO iiber die Aktiverung von Matrix-Metalloproteinasen zu einer Schiadigung der Blut-
Hirn-Schranke (BBB). Uberdies schidigen ROS die innere Mitochondrienmembran, wodurch
die Permeabilitdt gesteigert wird. In der Folge kann das Potential iiber der Membran nicht auf-
recht erhalten werden; die oxidative Phosphorylierung wird entkoppelt. Durch die Schwellung
der Mitochondrien wird die Integritit der duBeren Mitochondrienmembran gestdrt. Uber die
Bildung einer mitochondrialen Permeabilititstransitionspore werden proapoptotische Molekiile
in das Zytosol freigesetzt. Andere Zellorganellen, wie das endoplasmatische Retikulum (ER)
werden ebenfalls geschidigt. Dabei kommt es zu einer Freisetzung von Ca*" aus dem ER und
einer Aktivierung der Proteinkinase R, was eine Hemmung der Proteinsynthese auf Translations-
ebene zur Folge hat (34).

Wihrend der Grofteil der Zellen im Kern durch Nekrosen untergeht, findet in der Penumbra
vielmehr der Ablauf der Apoptose, d. h. des programmierten Zelltodes, statt und dauert bis zu
Tagen, wihrend die Zellen im Kern innerhalb von Minuten absterben. Unter dem programmier-
ten Zelltod versteht man eine biochemische Kaskade, die in der Aktivierung von Caspasen endet.
Diese sind Enzyme, die die Zerstorung der Zelle katalysieren. Neben der extrinsischen

Aktivierung iiber den Fas-Rezeptor, z. B. durch Tumor-Nekrose-Faktor a (TNF-a), kann die
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Kaskade auch intrinsisch durch hohe Konzentrationen von Ca**, ROS, Glutamat oder Desoxy-
ribonukleinsdure (DNA)-Schiddigung initialisiert werden. Letztlich fithren beide Wege zu einer
Schiadigung der Mitochondrienmembran, was die Freisetzung von Cytochrom C bewirkt. Zu-
sammen mit zytosolischem Apaf 1, Caspase 9-Precursorprotein und ATP bildet Cytochrom C
das Apoptosom. Die Freisetzung von Cytochrom C ist zudem abhéngig von Proteinen der Bcl-2-
Familie, die zum einen proapoptotisch (Bid, Bax, Bad, Bag), zum anderen antiapoptotisch (Bcl-
2, Bel-xp) wirken konnen. Durch limitierte Proteolyse erfolgt die Aktivierung der Caspasen,
deren wichtigste die Caspase 3 ist.

Gegenwirtige Studien konnten zeigen, dass inflammatorische Mechanismen die Entwicklung
und das Fortschreiten eines Infarkts beeinflussen. In den ersten Stunden nach Schlaganfallbeginn
werden vermehrt Adédsionsmolekiile wie InterCellular Adhesion Molecule-1 (ICAM-1) und
Vascular Cell Adhesion Molecule-1 (VCAM-1) exprimiert, was Leukozyten durch Wechselwir-
kung mit Integrinen auf der Zelloberfliche ermdglicht, aus den Blutgefillen in das Hirnparen-
chym zu transmigrieren. Die erste anzutreffende Population weiller Blutkdrperchen stellen die
neutrophilen Granulozyten dar. Mittels Bildung von ROS und proteolytischen Enzymen fiihren
sie zu einer weiteren Schidigung der Neuronen. Daneben kdonnen Neutrophile auch kleine Mik-
rogefille in der Penumbra okkludieren und somit die Versorgung mit Sauerstoft stéren. Sowohl
Granulozyten, als auch Makrophagen und Lymphozyten tragen zur Produktion von
proinflammatorischen Zytokinen wie Interleukin-1 (II-1), Interleukin-6 (11-6) oder TNF-o und
antiinflammatorische Zytokinen wie Transforming Growth Factor-f 1 (TGF-B 1) und Interleu-
kin-10 (II-10) bei. Dariiber hinaus kommt es zur Bildung von Chemokinen wie Monocyte
Chemotactic Protein-1 (MCP-1) und Cytokine-Induced Neutrophil Chemoattractant. 11-1 beein-
flusst das Infarktgeschehen u. a. durch Fieberentstehung, Arachidonsdurefreisetzung, Verstir-
kung NMDA-abhédngiger Exzitotoxizitit und NO-Synthesestimulation. Zwar sind hohe Level
von [1-6 mit einem groBeren Infarktvolumen verbunden, jedoch kann es auch die Bildung eines
Il-1-Rezeptorantagonisten (I1-1-Ra) induzieren, sodass die genaue Stellung dieses Zytokins, den
Schlaganfall betreffend, noch ungewiss bleibt. TNF-o verursacht eine verstirkte Expression von
Adhisionsmolekiilen, induziert die Bildung anderer profinflammatorischer Zytokine und akuter
Phase-Proteine. Dagegen zeigte sich TGF-B als neuroprotektiv im Zusammenhang mit einem
Schlaganfall. Mikroglia, die primdren Immuneffektorzellen des zentralen Nervensystems (ZNS),
produzieren sowohl pro-, als auch antiinflammatorische Zytokine. Neben der Bildung von
Zytokinen und Chemokinen induzieren Leukozyten die Expression der Cyclooxygenase-2
(COX-2), welche durch Bildung freier Radikale und Prostanoide eine weitere Schidigung des
Parenchyms hervorrufen kann (32, 33, 36).
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Im Zusammenhang mit inflammatorischen Wirkungen auf den Schlaganfall konnte auch eine
umgekehrte Beeinflussung beobachtet werden. In der Folge eines Infarktes kommt es durch
Uberaktivierung des Sympathikus, eine schwere und anhaltende Lymphopenie, eine gestorte
Monozyten- und Lymphozytenfunktion sowie eine gestorte Interferon-y (IFN-y)-Sekretion zu
einer Schlaganfall-induzierten Depression des Immunsystems, die sich insbesondere durch eine

Infektanfalligkeit und einer damit zusammenhéngenden hoheren Mortalitit auszeichnet (36).

1.1.3. Therapie und Privention des akuten ischdmischen Schlaganfalls

Das Konzept der Penumbra hat die Vorstellung und die Therapiestrategien des akuten Schlagan-
falls wesentlich beeinflusst. In der heutigen Zeit wird versucht, die Perfusion in der Penumbra
schnellstmoglich wiederherzustellen und den infarktbedingten Schaden zu begrenzen (37). Die
Reperfusion des verschlossenen Gefdfles im Rahmen eines ischdmischen Schlaganfalls wird ver-
sucht durch eine systemische Thrombolyse mittels rekombinantem Gewebsplasminogenaktivator
(rt-PA) zu erreichen. Fiir diese Form der Rekanalisation ist es erforderlich, innerhalb eines In-
terwalls von 3 bis 6 h mit der Thrombolyse zu beginnen. Grundlage dessen sind mehrere Studi-
en, die eine Wirksamkeit sowohl fiir ein 3 h- (38), als auch ein 6 h-Interwall belegen (39, 40, 41).
Neben rt-PA werden auch neuere Thrombolytika auf ihre Wirksamkeit untersucht. Dazu gehoren
Tenecteplase und Desmetoplase (42), welches sich aus einer Substanz aus dem Speichel der Fle-
dermaus Desmodus rotundus ableitet (4). Weiterhin werden alternative Strategien erprobt, zu
denen die lokale arterielle Thrombolyse mit Pro-Urokinase (37) oder ein Bridging-Verfahren
gehoren. Letzteres kombiniert die lokale und systemische Thrombolyse (43). Unter der Vorstel-
lung, dass die Thrombolyse selbst eine Thrombozytenaktivierung hervorruft und bei erfolg-
reicher Auflosung eines Thrombus die darunterliegende thrombozytenaktivierende GefalBober-
fliche freigelegt wird, scheint eine medikamentds herbeigefiihrte Hemmung der
Thrombozytenaggregation ebenfalls ein viel versprechender Ansatzpunkt zu sein. Einige Studien
mit Glykoprotein IIb/IITa-Antagonisten wie Abciximab und Tirofiban, die die Aggregation durch
Hemmung der Bindung von Fibrin an Thrombozyten verhindern, konnten eine Wirksamkeit
nachweisen (44, 45). Ferner versprechen Studien mit niederfrequentem Ultraschall (2 MHz) und
gleichzeitiger Thrombolyse eine erhohte Rekanalisierungsrate (46, 47). Eine Erweiterung dieses
Verfahrens ist die Verwendung von Galaktose-basierten Microbubbles, wodurch eine Wirkungs-
verstirkung des Ultraschalls erreicht wird (48). Fiir die Etablierung dieser neuen Ansétze in der

Schlaganfallbehandlung fehlt dennoch eine ausreichende Menge an Daten.
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Durch das zunehmende Verstindnis der pathophsyiologischen Vorginge im Bereich der Pe-
numbra wurden viele Ansédtze zur Neuroprotektion verfolgt. In der Literatur wird diese als jede
Intervention definiert, welche die Sequenz jener schidigender biochemischer und molekularer
Vorgéinge antagonisiert, unterbricht oder verlangsamt, die andernfalls in einer irreversiblen
ischdmisch bedingten Schédigung resultieren wiirde (49). In den meisten Féllen wird versucht,
pharmakologisch in das Geschehen einzugreifen. So wurden Glutamat-Antagonisten,
antiinflammatorische Substanzen, Radikalfinger, Ionenkanalblocker, y-Aminobuttersiure
(GABA)-Modulatoren, Serotonin-Antagonisten, Caspase-Inhibitoren oder neurotrophe Faktoren
auf ihre Wirksamkeit untersucht. Obwohl in den in vitro-Experimenten und auch in Tiermodel-
len sehr vielversprechende Ergebnisse erzielt wurden, konnte eine Ubertragung auf den
Menschen durch klinische Studien bisher nicht ausreichend belegt werden (37).

Eine Verbesserung der Patientenversorgung in der Akuttherapie stellte die Einfiihrung spezieller
Schlaganfalleinheiten, sogenannter stroke units, dar. Diese verfligen idealerweise iiber einen 24-
stiindigen Schichtbetrieb, speziell geschultes édrztliches und pflegerisches Personal und speziellen
infrastrukturellen Voraussetzungen wie z. B. neurovaskuldre Ultraschalldiagnostik, 24 h-CT-
Bereitschaft oder kontinuierliches Vitalparametermonitoring. Durch die Einfiihrung konnte eine
6,5 %-ige absolute Risikoreduktion fiir Tod und Behinderung erreicht werden (37). Zu den
allgemeinen Therapieansédtzen im Rahmen des ischdmischen Schlaganfalls zdhlen die Verminde-
rung hoher Blutzuckerwerte (50, 51) und einer Hyperthermie (52). Beide Faktoren sind mit ei-
nem schlechteren Outcome verbunden. Den Blutdruck betreffend sollte ein systolischer Wert bis
180 mmHg toleriert werden. Zu niedrige Werte sind mit einer schlechteren Perfusion noch vita-
ler Hirnareale und somit ebenfalls mit einem schlechteren Outcome assoziiert (53).

Eine weitaus grofBere Bedeutung als der Akuttherapie des Schlaganfalls, wird der Prédvention
zerebrovaskulérer Ereignisse beigemessen. Im Rahmen der Primérpravention wird versucht den
primiren Eintritt einer Erkrankung, insbesondere durch Beseitigung bzw. Behandlung von Risi-
kofaktoren, zu verhindern. Dagegen ist das Ziel der Sekundarpriavention, im Falle des Schlagan-
falls, das wiederholte Aufireten eines Infarktes zu vermeiden. Die wichtigste Rolle in der Primér-
pravention trigt die Behandlung eines bestehenden arteriellen Hypertonus, dem wichtigsten
Risikofaktor. Zur Verfiigung stehen u a. Angiotensin-Converting-Enyzme-Inhibitoren (ACE-
Inhibitoren), Angiotensin-Rezeptortyp 1-Blocker (ARBs), [B-Blocker, Diuretika und
Calciumantagonisten. Dabei scheint die Wahl des Antihypertensivums nach aktueller Datanlage
weniger entscheidend zu sein als die effektive Blutdrucksenkung (13). Eine Reduktion des Blut-
drucks, im giinstigsten Fall unter 140/85 mmHg, fiihrt, abhingig vom Grad der Senkung, zu

einer signifikanten Reduktion von Schlaganfillen (54, 55, 56). Obwohl ein existierender D. m.
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das Risiko eines Schlaganfalls erhoht, fiihrt eine konsequente Einstellung der Blutzuckerwerte
nicht zu einer Risikoreduktion (57). Dennoch sollte bei Diabetikern die Blutdruckeinstellung im
Vergleich zu Nicht-Diabetikern aggressiver erfolgen (58). Dagegen kann mittels Statinen die
Behandlung einer Hypercholesterindmie zu einer verringerten Anzahl vor allem nicht-fataler
Insulte fithren (59, 60). Des Weiteren wird durch vermehrte korperliche Aktivitit (27), Aufgabe
des Rauchens (18) und hohen Anteil von Obst und Gemiise in der Erndhrung eine niedrigere
Inzidenz von Schlaganfillen erreicht (28). Demgegeniiber konnte keine Wirkung einer Korper-
gewichtssenkung (61) oder Vitamin D-Substitution auf die Schlaganfallinzidenz gezeigt werden
(62). Ein groBes Streitthema ist der Einsatz antithrombotischer Medikamente im Rahmen der
Infarktprophylaxe. Studien konnten zeigen, dass eine Behandlung mit Acetylsalicylsdure (ASS)
bei Frauen im Alter von 45 Jahren und dlter sowie niedrigem Risiko eine leichte Reduktion der
Schlaganfallzahl zu Folge hat. Dagegen fand man bei Ménnern keine solche Tendenz (63). Be-
steht ein hoheres kardiovaskuldres Risiko, hat eine prophylaktische ASS-Gabe keinen Nutzen
(64). Ein anderes Bild zeigt sich bei der Behandlung des VHF. Im Alter unter 65 Jahren ohne
Risikofaktoren verringert eine Medikation mit ASS die Anzahl von Insulten (65), bestehen
Risikofaktoren wie hoher Blutdruck, linksventrikuldre Dysfunktion, D. m., ein Zustand nach
vorheriger systemischer Embolie oder eine Alter iiber 75 Jahren, profitieren die Patienten von
einer oralen Antikoagulation (OAK). Im Alter zwischen 65 und 75 kann je nach Risikoprofil des
Patienten die Gabe von ASS oder eine OAK das Risiko senken (66). Eine operative Versorgung
einer asymptomatischen Karotisstenose senkt das Risiko eines Schlaganfalls zwar auf 1 % pro
Jahr, jedoch fiihrt die perioperative Letalitidt von 3 % insgesamt nicht zu einer Empfehlung des
Verfahrens (67, 68).

Analog zur Primidrpravention reduziert, wie durch viele Studien belegt, eine Blutdrucksenkung
auch das Wiederaufireten eines Schlaganfall (69, 70, 71). Im Gegensatz zur Primdrpravention
scheint der Einsatz von ACE-Inhibitoren und ARBs aufgrund Blutdruck-unabhingiger Effekte
giinstiger zu sein (72, 73, 74, 75). Weiterhin zeigen die Behandlung eines D. m. (76) sowie die
Behandlung einer Hypercholesterindmie (insbesondere bei nicht-embolischen Infarkten) einen
positiven Effekt auf die Reinfarktinzidenz (60). Die Studienlage zum Einsatz antithrombotischer
Pharmaka im Rahmen der Sekunddrprdvention ist eindeutiger als in der Priméirprivention. So
konnte gezeigt werden, dass die Anzahl wiederholter Schlaganfélle durch Gabe von ASS (77, 78,
79, 80), Clopidogrel (81), Dypiridamol (82) und Trifusal (83) verringert werden kann. Im Falle
eines bestehenden VHF bewirkt eine OAK ebenfalls eine Risikoreduktion (84). AuBerdem ist
auch ein verringertes Risiko bei 70-99  %-igen Karotisstenosen durch eine

Karotisendarteriektomie belegt (85, 86), nach Intervention bei einer Stenose unter 50 % wird
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keine geringere Schlaganfallinzidenz beobachtet (85). Dagegen gibt es flir die perkutane
tranlsuminale Angioplaste (PTA) der Karotis noch keine eindeutigen Daten (7, 87).

1.2. Renin-Angiotensin-System

1.2.1. Physiologie und Pathophysiologie des Renin-Angiotensin-Systems

Die ersten Erkenntnisse, das Renin-Angiotensin-Systems (RAS) betreffend, gehen auf Arbeiten
des finnischen Physiologen Robert Tigerstedt und seines schwedischen studentischen Mitarbei-
ters Per Bergman zuriick. 1898 veroffentlichten sie in ihrer Publikation ,,Niere und Kreislauf™
die Ergebnisse aus den Jahren 1896-97, in denen sie von einer Erhdhung des Blutdruckes berich-
ten, wenn einem gesunden Kaninchen Nierenextrakte aus einem anderen gesunden Kaninchen
injiziert werden. Dariiber hinaus stellten sie fest, dass die Injektion renal-vendsen Blutes in
nephrektomierten Tieren ebenfalls eine Steigerung des Blutdruckes zu Folge hat. Daraus schlos-
sen die Wissenschaftler, dass es in der Niere eine Substanz geben muss, die fiir die Blutdruck-
steigerung verantwortlich ist und nannten diese der Herkunft wegen Renin (88). In den folgen-
den Jahren konnten diese Ergebnisse jedoch nicht reproduziert werden. Erst als Goldblatt et al.
1934 das erste erfolgreiche Modell zur kiinstlichen Erzeugung eines Bluthochdrucks ent-
wickelten, wurden weitere Fortschritte erzielt. So begannen 1936 2 Gruppen von Wissen-
schaftlern unabhéngig voneinander in Buenos Aires, Argentinien, unter der Leitung von Eduardo
Braun-Memendez sowie in Indianapolis, USA, unter der Leitung von Irving H. Page weitere
Untersuchungen und entdeckten im Verlauf ihrer Arbeiten eine Substanz, die &dhnliche
Wirkungen wie das beschriebene Renin hervorrief. Nach erfolgreicher Isolierung wurde die Sub-
stanz in Buenos Aires Hypertensin, in den USA Angiotonin bezeichnet; 1958 einigte man sich
auf die Bezeichnung Angiotensin. Fiir einen weiteren groflen Schritt fiir das Verstdndnis des
RAS sorgte Leonard Skeggs, als er 1954 erstmals die Umwandlung von Angiotensin I (Ang I) zu
Angiotensin Il (Ang IT) durch das Angiotensin Converting Enzyme (ACE) beschrieb (89, 90, 91).
Nach gegenwiértigen Vorstellungen, die in Abbildung (Abb.) 1-1. illustriert sind, wird Renin aus
dem juxtaglomeruliren Apparat der Niere durch Stimuli, wie Erniedrigungen von Blutdruck,
Blutvolumen und Na'-Konzentration, sowie durch eine erhdhte sympathische Aktivierung frei-
gesetzt. Im Plasma spaltet Renin die ersten 10 Aminosduren (AS) von Angiotensinogen (AGT),
einem in der Leber synthetisierten, glykosylierten a2-Globulin, ab, infolgedessen das Dekapeptid
Ang I entsteht. Durch das ACE, welches als Zink-Metallopeptidase fungiert und insbesondere an
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den Membranen vaskuldrer Endothelzellen gebunden vorliegt, wird das C-terminale Dipeptid
Histidin-Leucin von Ang I unter Bildung des Oktapeptids Ang II abgespalten. Neben Ang I
metabolisiert das ACE auch andere Substrate wie Bradykinin (BK), Substanz P, Luteinisierendes
Hormon-releasing Hormon, Enkephaline oder die B-Kette des Insulins. In diesen Fillen erfolgt
aber keine Aktivierung, sondern ein Abbau bzw. eine Inaktivierung der Substanzen. Ang II
werden die wesentlichen klinischen Wirkungen des RAS zugesprochen. Diese werden durch
Bindung des Molekiils an 2 verschiedene Rezeptoren hervorgerufen. Neben dem Angiotensin I1-
Typ-1-Rezeptor (AT;-R.), der den GroBteil der klinisch fassbaren Wirkungen vermittelt, bindet
Ang II auch an den Angiotensin II-Typ-2-Rezeptor (AT,-R.).
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Abbildung 1-1. Schematische Darstellung der heutigen Ansicht des RAS modifiziert nach Fyhrquist und Saijonmaa (92). Blauer
Hintergrund: Effektoren des RAS, gelber Hintergrund: beteiligte Enzyme, griiner Hintergrund: beteiligte Rezeptoren; Ang I:
Angiotensin I; Ang II: Angiotensin II; Ang III: Angiotensin III; Ang IV: Angiotensin IV; Ang '°: Angiotensin 1-9; Ang ' :
Angiotensin 1-7; BK: Bradykinin; Inaktive F: Inaktive Fragmente; ACE: Angiotensin-Converting-Enzyme; ACE 2: Angiotensin-
Converting-Enzyme 2; AMP-A: Aminopeptidase A; AMP-M: Aminopeptidase M; NEP: neutrale Endopeptidase (Neprilysin);
PCP: Prolyl-Carboxypeptidase; POP: Prolyl-Oligopeptidase; TOP: Thimet-Oligopeptidase; RPR: Renin/Proreninrezeptor; Mas-
R.: Mas-Onkogen-Rezeptor; AT;-R.: Angiotensin-Typ-1-Rezeptor; AT,-R.: Angiotensin-Typ-2-Rezeptor; IRAP.: Insulin
Regulated Aminopeptidase

Zu den Hauptaufgaben des RAS gehoren die Aufrechterhaltung und Regulation des Blutdrucks
sowie des Wasser- und Elektrolythaushalts (93). Im GefdBsystem verengt Ang II beispielsweise
iber AT;-R. die GefdBBe (94), verstirkt die Noradrenalin (NA)-Freisetzung der Nerven-
endigungen an glatten Muskelzellen und verstarkt die Antwort der glatten Muskulatur auf NA
(95). Letztlich fiihren die genannten Mechanismen zu einem Anstieg des Blutdrucks. Des Weite-
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ren fiihrt Ang II zu einer Freisetzung von Aldosteron aus der Zona glomerulosa der Nebenniere.
Im distalen Tubulus und in den Sammelrohren der Niere induziert Aldosteron die Expression
von luminalen epithelialen Natriumkanélen sowie der basolateralen Na-K-ATPase und vermittelt
auf diesem Weg eine gesteigerte Na'-Riickresorption (96). Ang IT wirkt im Rahmen des Wasser-
und Elektrolythaushaltes auch direkt an der Niere. Durch Verengung afferenter respektive effe-
renter Arteriolen oder Herabsetzung des medulliren Blutflusses nimmt es Einfluss auf die
glomeruldre Filtrationsrate. In der Neurohypohyse bewirkt Ang II eine vermehrte Sekretion von
antidiuretischem Hormon (ADH), welches durch die Induktion von Aquaporinen in den Sam-
melrohren der Niere zu einer Steigerung der Wasserreabsorption fiihrt (93). Neben diesen
Hauptaufgaben wurden in den vergangenen Jahren weitere, Blutdruck-unabhéngige Wirkungen
beschrieben, z. B. die Beeinflussung von inflammatorischen, fibrotischen Prozessen oder Zell-
wachstum (97). Unter 1.2.2. wird detaillierter auf derartige Wirkungen eingegangen.

Wihrend das RAS unter physiologischen Umstinden einen ausgeglichenen Wasser- und
Elektrolythaushalt sowie die Aufrechterhaltung des Blutdrucks gewihrleistet, kann eine Uber-
aktivierung des RAS die Entwicklung eines arteriellen Hypertonus verursachen und Organ-
schiiden begiinstigen. So kann die Uberaktivierung und der damit verbundene Bluthochdruck
Folge einer Nierenarterienstenose oder von Parenchymerkrankungen der Niere, beispielsweise
einer chronischen Glomerulonephritis, sein. Man spricht in diesem Falle von einem sekundéren
Hypertonus (98). Bei einem essentiellen Hypertonus wiirde man niedrige Reninwerte aufgrund
der ungestérten, wenn nicht gesteigerten, Nierenperfusion erwarten. Dies trifft jedoch nur bei
rund einem Drittel der Patienten zu. Als mdgliche Ursachen sieht man einen erhohten
Sympathikotonus, eine defekte Feedback-Schleife innerhalb des RAS oder eine Subpopulation
ischamischer Nephrons, die durch eine erhohte Reninsekretion eine Perfusionssteigerung zu er-
reichen versuchen (99). Zu anderen Verdnderungen, die mit einer pathologisch erhdhten
Aktivierung des RAS verbunden sind, zdhlen ein groBBeres Media/Lumen-Verhéltnis der Gefille
aufgrund vermehrter Bildung von Wachstumsfaktoren, z. B. Platelet Derived Growth Factor
(PDGF), Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) oder basic Fibroblast Growth Factor
(bFGF), eine Aktivierung der Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADPH)-
Oxidase mit konsekutiver ROS-Bildung und Begiinstigung lokaler proinflammatorischer Prozes-
se und Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie Nuclear Factor ,, kappa-light-chain-
enhancer* of activated B-cells (NFkB) sowie eine kardiale Hypertrophie, kardiale Fibrose und
eingeschrinkte linksventrikuldre diastolische Relaxation. In der Niere kann eine iiberschieBende
Antwort des RAS Arteriolenverdickungen, fibrinoide Ablagerungen in den Glomeruli, eine

Proteinurie und proinflammatorische Prozesse hervorrufen (93).
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Die bisher dargelegten Aspekte des RAS wurden in den letzten Jahren durch weitere Erkenntnis-
se erweitert. Ang II wird iiber Aminopeptidasen in Angiotensin III (Ang III) bzw.
Angiotensin 2-8 (Ang >*) umgewandelt. Aufgrund der Tatsache, dass Ang ** seine Wirkungen
wie Ang II iiber den AT;-R. und AT,-R. entfaltet, sind die Wirkungen dhnlich. Dennoch scheint
der Grofteil der AT;-R.-abhdngigen Effekte durch Ang II verursacht zu werden, da der Abbau
von Ang *® 5-mal schneller erfolgt als der von Ang II. Ang III wird wiederum durch
Aminopeptidasen zu Angiotensin IV (Ang IV) bzw. Angiotensin 3-8 (Ang *®) verstoffwechselt.
Als Rezeptor dieses Angiotensins wurde die Insulin Regulated Aminopeptidase (IRAP) identifi-
ziert (92). Die iiber diesen Rezeptor vermittelten Wirkungen werden unter 1.2.2. beschrieben. Im
Jahr 2000 wurde von 2 unabhdngig voneinander arbeitenden Arbeitsgruppen mit dem
Angiotensin-Converting-Enzyme 2 (ACE 2) ein weiterer Bestandteil des RAS entdeckt (100,
101). Diese Carboxypeptidase spaltet Angiotensin 1-9 (Ang ') von Ang I sowie in weitaus
gréBerem MaBe Angiotensin 1-7 (Ang ') von Ang II ab und liegt insbesondere in Nieren, Herz,
Hypothalamus, Hoden und der Aortenwand in hoherer Konzentration vor. Derzeit wird das ACE
2 als Gegenspieler des ACE gesehen und stellt ein potentielles Ziel von Pharmaka dar (92). Da-
riiber hinaus konnte gezeigt werden, dass das ACE 2 ein Rezeptor des Severe Acute Respiratory
Syndrom-Coronavirus ist und eine verminderte Aktivitdt des Enzyms im Rahmen einer Infektion
zu einer Lungenschidigung beitragen kann (102). Neben ACE 2 scheint auch Ang ' ein Gegen-
gewicht zu den klassischen Wirkungen des RAS darzustellen. Auller dem schon beschriebenen
Bildungsmechanismus kann Ang ' aus Ang ' durch das ACE oder direkt aus Ang I mit Hilfe
verschiedener Peptidasen umgewandelt werden. Seine Wirkungen vermittelt Ang '~ iiber den
Mas Onkogen-Rezeptor (Mas-R.) (siehe 1.2.2.).

Urspriinglich ging man nur von einem zirkulierenden RAS aus. Mit der Entdeckung lokaler RAS
Anfang der 90-er Jahre wurde diese Ansicht verworfen. Wéhrend in einigen Organen, wie dem
Gehirn oder den Nebennieren, die lokalen RAS unabhéngig vom zirkulierenden RAS fungieren,
sind in anderen Organen, z. B. im Herz oder in den Nieren, die Wirkungen eng mit denen des
zirkulierenden RAS verkniipft. Durch diese neuen Erkenntnisse zeigt sich das RAS nicht nur als
endokrines, sondern auch als parakrines System (92). Dariiber hinaus gibt es Hinweise fiir ein

intrazelluldres RAS, fiir dessen Verstdndnis es weitere experimentelle Studien bedarf (103).
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1.2.2. Rezeptoren des Renin-Angiotensin-Systems

1.2.2.1. Angiotensin-Typ-1-Rezeptor

Der AT;-R. vermittelt die Hauptwirkungen von Ang II und Ang III und ist von den bekannten
Rezeptoren innerhalb des RAS am besten untersucht (92). Das Gen des AT,-R. liegt auf
Chromosom 3q22 und kodiert fiir ein 359 AS-groBes Protein, was die Funktion eines
heptahelikalen, G4-Protein-gekoppelten Rezeptors trégt (104). Hohe Konzentrationen dieses Re-
zeptors finden sich an glatten Muskelzellen und der Adventitia von Blutgefilen (105), in den
Interlobérarterien, dem tubulointerstitiellen Bindegewebe sowie in den kortikal gelegenen Tubuli
der Niere (106), im Endometrium (107), im Gastrointestinaltrakt (93), an glatten Muskelzellen
und Makrophagen in der Lunge (108), auf Vorstufen roter Blutkorperchen, auf
Follikulostellarzellen der Leber (109) oder In der Zona glomerulosa der Nebennierenrinde (110).
Des Weiteren wird der AT;-R. auch im Gehirn in der Substantia nigra, dem Nucleus (Ncl.)
caudautus und der Adventitia hirnversorgender Gefidfle exprimiert, weswegen eine Rolle von
Ang II als Neuromodulator und Neurotransmitter im ZNS diskutiert wird (105).

Nach Bindung eines Liganden erfolgt unter Aktivierung der Phospholipase C (PLC) die Hydro-
lyse von Phosphatidylinositol zu Inositoltriphopshat (IP;) und Diacylglycerin (DAG). IP3 setzt
Ca’" aus intrazelluliren Speichern frei, welches zu einer Kontraktion glatter Muskulatur fiihrt
und wie DAG die Proteinkinase C (PKC) aktiviert. Diese beeinflusst neben Kontraktionsab-
laufen auch zelluldres Wachstum. Dariiber hinaus werden liber den Rezeptor Tyrosinkinasen
aktiviert, die durch Phosphorylierung von verschiedenen Proteinen, wie den Mitogen-aktivierten
Proteinkinasen (MAPK), und der Translokation dieser Proteine in den Zellkern, Prozesse wie
zellulares Wachstum, Apoptose, Differenzierung und Transformation beeinflusst (111). Ein wei-
terer Signalweg fiihrt iiber den Mechanismus der Janus-Kinase/Signal Transducers and
Activators of Transcription (JAK/STAT)-Transduktion, welche insbesondere das Zellwachstum
und die Zellproliferation reguliert. Im Gehirn sind als Vertreter dieses Signalweges c-Fos und
c-Jun am bedeutsamsten (112, 113). Andere durch den Rezeptor vermittelte zellbiologische Wir-
kungen sind die Aktivierung der Phospholipase A 2 (PLA 2), welche Arachidonsdure aus
Phospholipiden freisetzt und damit Einfluss auf den Stoffwechsel der Prostanoide und
Eikosanoide nimmt sowie die Aktivierung der NADPH-Oxidase, die mit der Bildung von ROS
zellschidigende und proinflammtorische Abldufe begiinstigt (114, 115).
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Die wesentlichen Wirkungen, die durch den AT;-R. hervorgerufen werden, sind in Abb. 1-2.
illustriert. Aus dieser Abbildung geht ferner hervor, dass Ang II und Ang III iiber den AT;-R.
viele Blutdruck-unabhdngige Wirkungen entfalten. Neben den genannten seien als Beispiele die
Begilinstigung einer Glomerulosklerose (116), Arthythmien (117), Thrombosen durch Stimulati-
on des Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1 (PAI-1) (118) oder die Rekrutierung von Makro-
phagen und Monozyten durch Stimulation der MCP-1-Expression (119). Uberdies beeinflusst die
Aktivierung des RAS iiber den AT;-R. auch mittels anderer Wege Zellwachstum, Zelladhésion,
Zellmigration, Zusammensetzung der extrazelluliren Matrix, Gewebe-Remodelling, Zell-
reparatur, und Atherosklerose. So fiihrt die Aktivierung des AT;-R. zu einer gesteigerten Expres-
sion von PDGF, TGF-B, bFGF, Epidermal Growth Factor, Insulin like Growth Factor-1,
Platelet Activating Factor (120, 121), Endothelin-1, der Adhisionsmolekiile ICAM-1 und
VCAM-1 sowie von TNF-a (119).

AngIT"* Ang ITT ** Ang IV ** Ang (Pro)Renin
AT;-R. AT,-R. IRAP Mas-R. RPR
Vasokonstriktion
Vasodilatation
Aldosteron-
freisetzung NO-
Freisetzung
ADH-
Freisetzung Differenzierung
Salz-Wasser- Regeneration NF«xB- Vasodilatation gesteigerte
Retention Aktivierung Kontraktilitét
Apoptose antihypertroph
Hypertrophie Induktion von Hypertrophie
antiproliferativ MCP-1, 11-6, antifibrotisch
Proliferation TNF-a, Fibrose
antihypertroph ICAM-1, antithrombotisch
Fibrose PAI-1 Apoptose
antifibrotisch
Oxidativer Stress
antiarrhythmisch
Proinflammation
antithrombotisch
Apoptose
anti-
sympathische inflammatorisch
Modulation
Wundheilung

Abbildung 1-2. Ubersicht {iber die Rezeptor-vermittelten Wirkungen der Effektoren des RAS; modifiziert nach Fyhrquist

und Saijonmaa (92). Blauer Hintergrund: Effektoren des RAS, griiner Hintergrund: beteiligte Rezeptoren, gelber Hinter-
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grund: Wirkungen, Ang I: Angiotensin I; Ang II: Angiotensin II; Ang III: Angiotensin III; Ang IV: Angiotensin IV; Ang '*:
Angiotensin 1-9; Ang ' ”7: Angiotensin 1-7; AT,-R.: Angiotensin-Typ-1-Rezeptor; AT,-R.: Angiotensin-Typ-2-Rezeptor;
IRAP.: Insulin Regulated Aminopeptidase; Mas-R.: Mas-Onkogen-Rezeptor; RPR: Renin/Proreninrezeptor, ADH: antidiure-
tisches Hormon, NO: Stickoxid, NF«B: Nuclear Factor , kappa-light-chain-enhancer® of activated B-cells, MCP-1:
Monocyte Chemotactic Protein-1, 11-6: Interleukin 6, TNF-o: Tumor-Nekrose-Faktor o, ICAM-1: InterCellular Adhesion
Molecule-1, PAI-1: Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1

1.2.2.2. Angiotensin-Typ-2-Rezeptor

Weit weniger ist bisher iiber den AT,-R. bekannt, dessen kodierendes Gen auf dem langen Arm
des X-Chromosoms lieg (Xq22-q23) (93). Zwischen dem AT;- und AT,-R. bestehen rund 32-34
% Sequenzhomologie. Ahnlich wie beim AT;-R. handelt es sich beim Typ 2 ebenfalls um einen
heptahelikalen, G-Protein-gekoppelten Rezeptor. Jedoch kann es sich sowohl um G;j -, als auch
um Gs-Proteine handeln (119). Die hochste Dichte und Konzentration von AT,-R. finden sich in
fetalem Gewebe, was die Rolle dieses Rezeptors im Rahmen von Wachstum und Differenzierung
impliziert (122). Nach der Geburt fillt die Konzentration rapide ab und so wird der Rezeptor nur
noch in einzelnen Organen bzw. Organabschnitten wie Nebennierenmark, Herz und Koronarien,
Myometrium, im Epithel der Lungen oder in den groflen priglomeruldren Gefdlen und Inter-
stitium der Niere exprimiert. Ferner findet sich der AT,-R. im limbischen System, in verschie-
denen thalamischen Nuclei, im Ncl. subthalamicus, im Bereich der unteren Olive sowie im Hirn-
stamm und Kleinhirn (123). Darliber hinaus wird die Expression in einigen Geweben unter
pathologischen Umstdnden wie AMI, chronischer Herzinsuffizienz, Niereninsuffizienz, Nerven-
schidigungen und Ischdmien des Gehirns gesteigert (119).

Einer der Signalwege des AT,-R. ist durch die Aktivierung von Phosphatasen charakterisiert.
Darunter zdhlen die Serin/Threonin-Phosphatase PP2A, die zu einer Hyperpolarisation von
Neuronen flihrt (124), die Protein-Phosphotyrosin-Phosphatasen, die in das Zellwachstum ein-
greifen, die MAPK-Phosphatase-1, welche durch Inaktivierung der MAPK Extracellular Signal-
Regulated Kinases-1/2 (ERK-1 /2) eine Hochregulierung des proapoptotischen Proteins Bax be-
wirkt (125) und die Src Homology 2 (SH2) domain-containing Phosphatase-1, die ebenfalls in
den MAPK-Signalweg eingreift (126). Einen méglichen molekularen Mechanismus dieser ERK-
Inhibition konnte durch die Entdeckung von AT,-receptor-Interacting Proteins (ATIPs)
beschrieben werden, welche in Anwesenheit des AT,-R. die Tyrosinkinaseaktivitidt von Rezep-
toren verschiedener Wachstumsfaktoren transinaktivieren (127). Uber die Rekrutierung von

Ceramiden und der damit verbundenen Aktivierung von Caspasen greift der AT,-R. durch einen
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zusétzlichen Mechanismus in den programmierten Zelltod ein (128). Des Weiteren konnten Stu-
dien zeigen, dass der AT,-R. zu einer Aktivierung der PLA 2 fiihrt und durch Induktion des
Na'/Bikarbonat-Symporter-Systems eine Rolle in der Regulation des pH-Wertes spielt (127).
Die Aktivierung des NO-Systems ist ein weiterer Mechanismus innerhalb der AT,-R.-
Signaltransduktion. Durch die konsekutive Aktivierung der Guanylatzyklase und der Produktion
von zyklischem Guanosinmonophosphat (cGMP) vermittelt Ang II eine Vasodilatation und eine
Hemmung von Wachstumsprozessen durch cGMP-abhéngige Kinasen (129). Eine neuere Er-
kenntnis ist die Induktion von Zinc-finger homoeodomain enhancer binding protein-Genen, die
fiir Transkriptionsfaktoren kodieren, welche zelluldre Differenzierungsprozesse regulieren und
Einfluss auf Entwicklung und Zellregeneration nehmen (130).

In Abb. 1-2. sind die wesentlichen Wirkungen des AT,-R. zusammengefasst, worunter die
Regeneration insbesondere in der Schlaganfallforschung eine wichtige Rolle spielt. So konnte
gezeigt werden, dass die Aktivierung von zerebralen AT,-R. unter ischimischen Bedingungen
das Auswachsen von Neuriten und auch das Uberleben von Neuronen im Sinne einer Neuropro-

tektion bedingt (131).

1.2.2.3. Insulin Regulated Aminopeptidase

Ang IV vermittelt seine Wirkungen {iber die IRAP, eine membrangebundene Zink-abhidngige
Metalloproteinase. Uber die Signaltransduktion nach Bindung von Ang IV kann derzeit nur spe-
kuliert werden (132). Zu den Wirkungen von Ang IV {iber diesen Rezeptor zédhlen renale
Vasodilalation, Hypertrophie und die Aktivierung von NFxB. Dariiber hinaus werden diesem
Molekiil Funktionen im Bereich von Kognition, Nierenstoffwechsel und kardiovaskuldren Scha-

digungen zugeschrieben (92). Abb. 1-2. gibt wichtige Wirkungen wieder.

1.2.2.4. Mas-Onkogen-Rezeptor

Die genauen Mechanismen, die der Aktivierung des G-Protein-gekoppelten Mas-R. durch seinen
Liganden Ang '’ zu Grunde liegen, sind noch nicht eindeutig gekldrt. Man nimmt eine Beteili-
gung der PKC, Inhibition von MAPK und Phosphorylierung der Proteinkinase B (PKB) bzw.
von Akt an (133). Infolge dieser Signaltransduktion kommt es zu antitrophischen und
vasodilatierenden Effekten, v. a. durch Verstirkung der durch BK vermittelten Gefal3er-

weiterung. Generell wird eine antagonisierende Funktion gegeniiber den AT)-R.-assoziierten
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Wirkungen angenommen (92). Weitere Wirkungen, die der Aktivierung des Mas-R. zugeschrie-

ben werden, sind in Abb. 1-2. dargestellt.

1.2.2.5. Renin/Prorenin-Rezeptor

Die Entdeckung von Renin- bzw. Prorenin-Rezeptoren (RPR) brachte neue Sichtweisen und
Vorstellungen hinsichtlich des RAS hervor. Bisher wurden 2 Rezeptoren, an die sowohl Renin,
als auch sein Proenzym Prorenin binden, identifiziert. Wahrend der Mannose-6-Phopshat/Insulin
like Growth Factor-2-Rezeptor beide Molekiile bindet, internalisiert und somit eine Clearence-
Funktion tibernimmt, ist die Physiologie des spezifischen RPR komplexer. Zum einen fiihrt die
Bindung von Prorenin, welches konstitutiv von der Niere sezerniert wird und in 10-mal so hoher
Konzentration wie Renin im Plasma vorliegt, zu einer Uberfiihrung in die aktive Form des
Renins. Zum anderen wird durch die Aktivierung des Rezeptors, unabhéngig davon, durch wel-
che der beiden Substanzen, die Genexpression der MAPK p44/p42 sowie der profibrotischen
Molekiile PAI-1 und TGF-B 1 gesteigert. Letzteres wiederum induziert die Bildung weiterer
profibrotischer Substanzen wie Fibronektin und Kollagen 1 (134).

Die hochsten Konzentrationen des RPR finden sich in Herz, Gehirn, Plazenta und viszeralem
Fettgewebe, geringere Werte in Nieren, Leber und subkutanem Fettgewebe. Pharmakologisch
erhofft man sich durch Blockierung des RPR positive Effekte insbesondere in der Behandlung
diabetisch- und Bluthochdruck-bedingter Organschiden, z. B. an der Niere (92). Abb. 1-2. listet

wichtige Rezeptor-vermittelte Wirkungen auf.

1.2.3. Renin-Angiotensin-System im Gehirn

Bereits 1971 postulierten Ganten et al., dass es neben dem aus der Niere stammenden Renin
auch ein davon unabhingiges Renin innerhalb des Gehirns gidbe (135). In den folgenden Jahren
bzw. Jahrzehnten konnten alle Komponenten des RAS im Gehirn identifiziert werden. So ist in
der heutigen Zeit die Existenz eines eigenstidndigen, unabhingigen RAS innerhalb des Gehirns
allgemein akzeptiert (136). Dabei wirkt Ang Il sowohl an Gehirnstrukturen innerhalb, als auch
aulerhalb der BBB. Die wichtigsten Wirkungen sind die Induktion des Trinkverhaltens,
Natriurese, Stimulation der ADH-Freisetzung, Modulation der sympathischen Innervation der
Peripherie und die Abschwichung des Barorezeptorreflexes. Durch diese Effekte wird dem Ge-

hirn-RAS eine tragende Rolle fiir die Entwicklung und Aufrechterhaltung eines neurogenen arte-
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riellen Hypertonus zugeschrieben (137). Renin wird in Neuronen synthetisiert und in Nerven-
endigungen gespeichert. Ebenso ist das ACE im Bereich der Synapsen zu finden, insbesondere in
der Lamina terminalis, den zirkumventrikuldren Organen, dem Hypotahalamus und in einigen
Kernen des Hirnstamms. Dagegen befindet sich der Grof3teil des AGT extrazelluldr, weswegen
eine extrazelluldre Bildung von Ang Il angenommen wurde. Jedoch wird der weitaus grofite Teil
von Ang II in synaptischen Vesikeln gespeichert, was gegen diese Hypothese spricht (138). Da-
riiber hinaus wird Renin v. a. in den Bereichen gering exprimiert, in denen hohe Konzentrationen
von Angiotensinogen und Ang II vorkommen. Diese Tatsachen zeigen die noch unzureichend
geklarte Verteilung des RAS im Gehirn und deren Bedeutung (137). Der grof3te Teil der Ang I1-
typischen Wirkungen wird durch Aktivierung von AT;-R. hervorgerufen (104). Die Injektion
von Ang II in die Seitenventrikel verursacht eine Blutdruckerh6hung. Urséachlich sieht man vor
allem die Sekretion von ADH in den Ncll. supraoptici et paraventriculares infolge der Aktivie-
rung von NA-ergen Interneuronen, die in hypothalamische Areale projizieren. In der Medulla
oblongata befinden sich weitere Zentren der Blutdruckregulation. Dazu gehdren die Area
postrema, der Ncl. tractus solitarii sowie die rostrale ventrolaterale Medulla. Mikroinjektionen
von Ang Il bewirken eine Abschwichung des Barorezeptorreflexes. Neben diesen 2 Wirkungen
kann Ang I durch Verstiarkung der sympathischen Transmission einen Blutdruckanstieg bewir-
ken (137). Weitere Hinweise dafiir, dass das RAS eine wichtige Rolle in der neurogenen Entste-
hung respektive Aufrechterhaltung eines Hypertonus spielt, konnte durch Verwendung von
Antisense-Oligonukleotiden gezeigt werden, die mit der messanger-Ribonukleinsdure (mRNA)
von Angiotensinogen und dem ATI-R. interferieren. So beobachtete man eine Senkung des
Blutdruckes in spontan hypertensiven Ratten (SHR) unter Nutzung dieser Methode (136).

Infolge der regenerativen Eigenschaften der AT,-R.-Aktivierung wird eine protektive Rolle die-
ses Rezeptors im Rahmen ischdmischer Erkrankungen des Gehirns angenommen. Diesbeziiglich
konnten Studien vielversprechende Ergebnisse erzielen (137).

Neben den klassischen Vertretern des RAS finden sich in tierexperimentellen Studien auch
Areale mit Expression von ACE 2 und Ang '”. Letzteres wird z. B. in Blutdruck-regulierenden
Bereichen des Hirnstamms und Hypothalamus exprimiert. Dabei fithrt Ang '~ zu einer gesteiger-
ten Sensitivitdt des Barorezeptorreflexes, verhindert die NA-Freisetzung und vermittelt Blut-
druck-senkende Effekte in hypertensiven Ratten. Aufgrund dieser Eigenschaften scheint Ang '~

neben synergistischen, auch AT;-R.-gegensitzliche Wirkungen im Gehirn zu entfalten (139).
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1.2.4. Pharmakologische Beeinflussung des Renin-Angiotensin-Systems

In der klinischen Praxis findet die pharmakologische Blockierung des RAS derzeit iiber 3 Me-
chanismen Anwendung. Dazu gehdren die Hemmung des ACE durch ACE-Inhibitoren, die
Blockierung von AT;-R. durch ARBs und die Renin-Inhibition (92).

Die élteste Substanzgruppe bilden die ACE-Inhibitoren, deren erster Vertreter Captopril war.
ACE-Inhibitoren wie Ramipril reduzieren durch Hemmung der Ang I-Konversion in Ang II des-
sen Effekte, konnen sie aber nicht auftheben. Ursache sind lokale RAS, die unabhingig Ang II
bilden kénnen und von ACE-Inhibitoren nicht erfasst werden. Dieser Umstand wird auch als
Escape-Mechanismus beschrieben. Ein weiterer Escape-Mechanismus fiihrt zu einer gesteigerten
Aldosteron-Produktion im Rahmen einer Therapie mit ACE-Inhibitoren. Des Weiteren fungiert
das ACE als Kininase II. Infolge der Hemmung durch ACE-Inhibitoren verringert sich somit der
Abbau von BK, welches iiber seinen Rezeptor und der nachgeschalteten Aktivierung des NO-
Systems zusétzlich zu einer Vasodilatation fiihrt und folglich zu den antihypertensiven Eigen-
schaften der ACE-Inhibitoren beitrdgt. Demgegeniiber steht die Gefahr eines Angioddems und
Hustens, welche bei dispositionierten Patienten durch BK ausgelost werden konnen. Dieser
Nachteil wird durch die anderen RAS-blockierenden Substanzgruppen umgangen (140). Studien
belegen die gute Wirksamkeit der ACE-Inhibitoren als Antihypertensiva. Daneben werden dieser
Substanzgruppe auch weitere Wirkungen zugeschrieben, z. B. Verbesserung der
Endothelfunktion, Renoprotektion bei Diabetikern, Riickbildung einer linksventrikuldren Hyper-
trophie und weitere kardioprotektive Effekte (119).

ARBs werden durch die Substanzgruppe der Sartane reprédsentiert. Der erste Vertreter dieser
Klasse war Saralasin, welches 1971 eingefiihrt wurde. Dieses Molekiil basierte jedoch auf einer
Peptidstruktur, welche eine orale Applikation nicht ermdglichte. Neben der schlechten oralen
Bioverfiigbarkeit unterschied Saralasin nicht zwischen den beiden AT-R., hatte eine kurze Wir-
kungsdauer sowie eine hohe intrinsische Aktivitdt. Aufgrund der Summe dieser Nachteile konnte
sich die Substanz nicht etablieren (141). Mitte der 90-er Jahre wurde mit Irbesartan der erste,
nicht auf Peptidstruktur-basierte, ARB zugelassen. Darauf folgten weitere, z. B. Candesartan,
Eprosartan, Valsartan oder Telmisartan. Diese neueren ARBs bieten im Vergleich zu ACE-
Inhibitoren den Vorteil, selektiv den AT;-R. kompetitiv und reversibel zu blockieren. In der Fol-
ge kann Ang II den nicht besetzten AT,-R. aktivieren. Dariiber hinaus kdnnen die oben beschrie-
benen Escape-Mechanismen umgangen werden, da die Blockierung des RAS direkt am Rezeptor
erfolgt. Welche klinische Relevanz diese Effekte haben, muss durch weitere Studien untersucht

werden (142). Neben der Blutdruck-senkenden Wirkung werden den Sartanen auch Blutdruck-
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unabhéngige pleiotrope Effekte zugeschrieben. So konnten antiinflammatorische (143) und, im
Rahmen der diabetischen Nephropathie, renoprotektive (144, 145) Wirkungen gezeigt werden.
Ebenso wurde ein Inzidenzriickgang von neu aufgetretenem Typ-2-Diabetes in hypertensiven
Patienten beobachtet (146, 147). Ursache dieses Phanomens konnte die Eigenschaft der Aktivie-
rung von Peroxisom-Proliferator-aktivieren y-Rezeptoren (PPAR-y) einiger Sartane sein. Von
allen Sartanan zeigt Telmisartan die groffte Potenz der PPAR-y-Aktivierung. Folge dieser Akti-
vierung ist die vermehrte Bildung von Adiponektin, welches die periphere Insulinsensitivitét
verbessert (148, 149).

Ein weiteres Behandlungskonzept stellt die Kombination von ACE-Inhibitoren und ARBs dar.
Durch die Kombination sollen sich die Vorteile beider Substanzgruppen addieren bzw. Nachteile
wie das Escape-Phinomen kompensiert werden. So konnte die Val-HeFT-Studie zeigen, dass die
Aldosteronspiegel im Plasma in der Kombinationsgruppe signifikant geringer waren als in der
Standardmedikationsgruppe (150).

Die dritte mit dem RAS interferierende Substanzgruppe stellen die Renin-Inhibitoren dar, deren
einziger bisher zugelassene Vertreter Aliskiren ist. Durch die Hemmung der Reninaktivitét ist es
moglich die Umsetzung von Angiotensinogen zu Ang I und damit den limitierenden Schritt der
Ang II-Produktion zu blockieren (151). Mehrere Studien iiber die Wirksamkeit Aliskirens bei
arterieller Hypertonie zeigten im Vergleich zu anderen Antihypertensiva vergleichbare Wirkun-
gen (152, 153, 154, 155, 156, 157, 158). Inwieweit Aliskiren Endorganschdden verhindern kann
und ob eine Kombination mit anderen RAS-blockierenden Medikamenten zusdtzlichen Nutzen
bringt sowie die Frage nach pleiotropen Effekten werden zukiinftige Studien beantworten (151).
Vielversprechende Ergebnisse konnten bisher mit dem selektiven AT,-R.-Agonisten Compound
21 (C21) erzielt werden. Diese nicht auf Peptidstruktur-basierende Substanz bietet die Moglich-
keit einer oralen Applikation. In Tier-und Zellkulturmodellen konnte gezeigt werden, dass die
selektive Aktivierung des AT,-R. durch C21 das Auswachsen von Neuriten bewirkt. Zudem
wurden Studien durchgefiihrt, die C21-vermittelte kardioprotektive, neuroprotektive,

antiinflammatorische und protektive Wirkungen hinsichtlich des Gastrointestinaltraktes zeigen

(159).

1.2.5. Die Bedeutung des Renin-Angiotensin-Systems im Schlaganfall

Ang II spielt durch seine Blutdruck-steigernden Wirkungen eine wesentliche Rolle in der

Schlaganfallentstehung. Neben der Bedeutung des arteriellen Hypertonus als Risikofaktor allge-
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mein, vermittelt Ang II Storungen der GefaBBregulation und Permeabilitit. Infolge der Hyper-
tension kommt es zu neointimalen Proliferationen innerhalb der GefiBwénde, die zu einer Beein-
flussung der Endothel-abhéngigen Vasodilatation von Arteriolen fithren. Dadurch verringert sich
die Kapazitiat der Widerstandsgefille, wodurch eine Anpassung der Perfusion an Blutdruckver-
dnderungen nicht mehr gewdhrleistet ist. Zudem verstirken Blutdruck-vermittelte,
proinflammatorische Prozesse diese Mechanismen. Vorbehandlungen mit ARBs verbessern die
Gefialreaktivitit, schwichen die Entziindungsreaktion ab und verbessern die Kapazitit der Arte-
riolen. Durch diese Normalisierung der zerebrovaskuldren Autoregulation konnen ARBs die Ent-
stehung von Schlaganfillen in SHR verhindern. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass eine
Blockierung des RAS mittels ACE-Inhibitoren und ARBs iiber vasodilatierende,
antiinflammatorische und antiproliferative Effekte der Genese atherosklerotischer Verdnderun-
gen vorbeugen kann (160). Die Bedeutung von AT-R. wird durch weitere tierexperimentelle
Ansitze unterstrichen, die zeigen, dass ein Fehlen des AT;-R. mit kleineren, ein Fehlen des AT,-
R. dagegen mit groBeren Infarkten verbunden ist. Als Ursache dieser neuroptrotektiven Wirkun-
gen des AT,-R. sieht man u. a. dessen vermittelte Vasodilatation (161, 162). Nach zerebraler
Ischdmie zeigt sich eine hohere Dichte von AT,-R. in der Penumbra; die Aktivierung dieser Re-
zeptoren konnte Ursache dafiir sein, dass eine Vorbehandlung mit Irbesartan im Tiermodell eine
Verkleinerung der Schlaganfallvolumina hervorruft (131). Dariiber hinaus verbesserte sich das
neurologische Outcome von Tieren auch bei postischdmischer Gabe von Irbesartan (163). Hin-
sichtlich der Wirkungen des AT,-R. konnte ebenfalls gezeigt werden, dass auch die direkte Sti-
mulation des Rezeptors durch einen AT,-Agonisten neuroprotektive Wirkungen im Rahmen
eines Schlaganfalls vermittelt (164), dhnliche AT,-assoziierte Effekte wurden in Modellen von
Nervenschiadigungen beobachtet (165). Diese Vielzahl an Ergebnissen sprechen fiir Blutdruck-
unabhingige Wirkungen von ARBs in der Entstehung und der Behandlung von Schlaganfallen.
In diesem Zusammenhang konnten Krikov et al. zeigen, dass die Vorbehandlung mit einer nicht
antihypertensiven Dosis von Candesartan zu einer Aktivierung des Brain Derived Neurotrophic
Factor (BDNF)/Tyrosinkinase B (TrkB)-Systems und der Verbesserung des neurologischen
Outcomes fihrt. Demgegeniiber konnten im direkten Vergleich fiir Ramipril derartige
Wirkungen nicht gezeigt werden (166).

Klinische Studien belegen die Wirksamkeit von ACE-Inhibitoren und ARBs in der Primérpri-
vention des Schlaganfalls. In der Heart Outcomes Prevention Evaluation (HOPE)-Studie zeigten
sich in der Ramipril-Behandlungsgruppe 32 % weniger Schlaganfille im Vergleich zur Behand-
lung mit einem Placebo (70). In der Anglo-Scandinavian Cardiac Outcomes Trial (ASCOT)-

Studie wurden 2 Therapiestrategien miteinander verglichen. Die Therapie mit dem Ca®'-
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Antagonisten Amlodipin und dem ACE-Inhibitor Ramipril war wirksamer als die Therapie mit
dem Betablocker Atenolol und dem Diuretikum Bendroflumethiazid (167). Im Vergleich des
ARB Valsartan und dem Ca”"-Antagonisten Amlodipin ergaben sich im Rahmen der Valsartan
Antihypertensive Long-term Use Evaluation (VALUE)-Studie keine Unterschiede zwischen den
Behandlungen (168). Dagegen zeigte sich fiir Losartan eine bessere Wirkung im Vergleich zu
Atenolol in der Losartan Intervention For Endpoint reduction in hypertension (LIFE)-Studie
beziiglich der Schlaganfallinzidenz (146). Neue und wichtige Erkenntnisse lassen sich aus der
Ongoing Telmisartan Alone and in Combination with Ramipril Global Endpoint Trial
(ONTARGET)-Studie ableiten, in der erstmals ein ACE-Inhibitor (Ramipril) und ein ARB
(Telmisartan) sowie deren Kombination hinsichtlich verschiedener Endpunkte verglichen wur-
den. Zusammenfassend zeigten sich die Behandlungen mit Ramipril und Telmisartan in der Re-
duktion kardiovaskuldrer Ereignisse gleichwertig, wobei innerhalb der Telmisartan-
Behandlungsgruppe weniger Nebenwirkungen wie Angioddeme aufiraten. Die Kombinations-
therapie erbrachte keinen zusitzlichen Nutzen; stattdessen war diese mit einer hoheren Zahl von
Nebenwirkungen verbunden (169). Aus der ONTARGET-Studie ging die Telmisartan
Randomised AssessmeNt Study in ACE-iNtolerant subjects with cardiovascular Disease
(TRANSCEND)-Studie hervor. Patienten, die einen ACE-Inhibitor nicht vertrugen, erhielten
stattdessen Telmisartan. Im weiteren Verlauf wurde gepriift, inwieweit die Medikation von
Telmisartan Vorteile gegeniiber einem Placebo beziiglich der Endpunkte AMI, Schlaganfall,
kardiovaskuldre Todesféille und Hospitalisierung aufgrund einer Herzinsuffizienz hat. Alle End-
punkte zusammengenommen, war Telmisartan dem Placebo nicht {iberlegen. Dennoch ergab
sich fiir Telmisartan eine signifikant geringere Anzahl von AMI, Schlaganfall, und kardio-
vaskuldren Todesféllen (170).

Positive Effekte der RAS-blockierenden Substanzen konnten auch in Studien gezeigt werden,
welche im Rahmen der Sekundérpravention durchgefiihrt wurden. In der Perindopril pROtection
aGainst REcurrent Stroke Study (PROGRESS)-Studie war die ACE-Inhibitor-Medikation wirk-
samer als die Placebo-Gabe (72). Die Morbidity and Mortality after Stroke-Eprosartan vs.
Nitrendipine in Secondary Prevention (MOSES)-Studie verglich den ARB Eprosartan mit dem
Ca®"-Antagonisten Nitrendipin. Aus den Ergebnissen ging hervor, dass Eprosartan wirksamer
hinsichtlich der kardiovaskuldren Mortalitdt bzw. Morbiditdt war (73). Dagegen zeigte sich in
der PReventiOn regimen For Effectively avoiding Second Strokes (PROFESS)-Studie kein Vor-
teil von Telmisarten im Vergleich zu einem Placebo in der Reduktion von Schlaganfillrezidiven.
Jedoch gibt es Hinweise dafiir, dass sich ein signifikanter Vorteil durch Telmisartan erst bei einer

lingeren Beobachtungsdauer als in der Studie ergibt (75).
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Des Weiteren wurde der Einfluss einer Gabe von Candesartan wihrend der akuten Phase des
Schlaganfalls in der Acute Candesartan Cilexetil Therapy in Stroke Survivors (ACCESS)-Studie
untersucht. Dabei ergab sich eine signifikant bessere Prognose im Vergleich zur Placebo-Gruppe

(74).

1.3. Neurotrophine

Neurotrophine (NT) sind kleine basische Proteine, die u. a. das Uberleben von Neuronen und
Gliazellen, Wachstum von Axonen und Dendriten sowie die Struktur und Funktion von
Synapsen regulieren (171) und Einfluss auf die Aktivitdts-abhédngige Form synaptischer Plastizi-
tdt nehmen (172). Das zuerst entdecke Neurotophin war der Nerve Growth Factor (NGF) An-
fang der 50-er Jahre (173), 1982 folgte die Entdeckung des BDNF (174). Die iibrigen 3 rele-
vanten NT, Neurotrophin-3 (NT-3) und Neurotrophin-4/5 (NT-4/5) wurden spéter identifiziert
(175, 176, 177). Jedes NT bindet an Tropomyosin-related kinase-Rezeptoren, welche zur Familie
der Rezeptortyrosinkinasen gehoren (178). NGF und in geringem Mal3e auch NT-3 binden an
den Tyrosinkinase-A (TrkA)-Rezeptor, NT-3 selbst vermittelt den Grofteil seiner Wirkungen
iiber den Tyrosinkinase C (TrkC)-Rezeptor. Dagegen binden BNDF und NT-4/5 an den TrkB-
Rezeptor (179). Allen NT gemein ist die Eigenschaft den p75-NT-Rezeptor (p75™ ") zu binden.
Dieser zur Superfamilie der TNF-Rezeptoren (TNFR) gehdrende Rezeptor zeigt andere
Wirkungen als die Trk-Rezeptoren (Trk-R.) (180). So scheint p75™'® die Spezifitit der einzelnen
Trk-R. zu verdndern und somit die Affinitdt fiir den eigentlichen Liganden zu erhéhen (181).
Daneben schiitzt der Rezeptor vor Glutamat-mediierter Zytotoxizitdt (182) und vermittelt sowohl

Uberleben, als auch Apoptose (183).

1.3.1. Brain Derived Neurotrophic Factor

BDNF wird hauptsidchlich und primér als Vorlduferprotein in Form des proBDNF gebildet und
durch Spaltung mittels Plasmin in die normale Form tiiberfiihrt. ProBDNF findet sich v. a. im
Hippocampus, Cortex, Cerebellum, Hypothalamus, Riickenmark, in der Substantia nigra und
Amygdala (172). Dagegen wird der GroBteil der Normalform im Hippocampus konstitutiv
exprimiert; nach Aktivierung des BNDF-Systems beobachtet man eine weite Verteilung (184).
Eine erhohte Expression bzw. eine vermehrte Freisetzung von BDNF resultiert aus photonischen

und osmotischen Reizen, elektrischen Stimuli z. B. im Rahmen der Lang-Zeit-Potenzierung
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(LTP) im Hippocampus und korperlicher Aktivitdt. Zudem variieren die BDNF-Spiegel im
Plasma wihrend des weiblichen Zyklus (185).

Im Rahmen der synaptischen Transmission verstirkt BDNF die Glutamat-erge Ubertragung
(185), wihrend die GABA-erge Inhibition abgeschwicht wird (186). Des Weiteren wurden
neurogenetische Eigenschaften im Bulbus olfactorius, Striatum und Thalamus beobachtet (185).
Durch Blockierung der BDNF-vermittelten Wirkungen konnten weitere Effekte untersucht wer-
den. So verschlechtert eine Blockierung das raumliche Denken (185). In Tiermodellen verhindert
die Blockierung das Entstehen von epileptischen Anfillen (185). In Analogie dazu zeigte sich
bei Patienten mit Temporallappenepilepsie eine erhohte Expression dieses NT (187). Nach ent-
zlindlicher Schadigung des Riickenmarks wird BDNF in den Hinterhornzellen vermehrt gebildet.
Infolgedessen werden afferente Nozizeptoren sensitisiert und so eine Hyperalgesie hervorgeru-
fen, wodurch auch eine zentrale Schmerzsensitisierung vermittelt wird (188). Eine verminderte
Bildung von BDNF findet sich bei neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus (M.)
Alzheimer (189), M. Parkinson (190) oder Chorea Huntington. Bei letzterer konnte gezeigt wer-
den, dass Huntingtin, welches im Rahmen dieser Erkrankung verdndert ist, eine Erhéhung der
BDNF-Expression vermittelt (191). Ein weiteres Beispiel, welches mit einer verminderten
Bildung einhergeht, stellt die Depression dar (192).

Bei fokaler transienter Ischimie wirkt BDNF durch Reduktion des kortikalen Infarktvolumens
neuroprotektiv (193). Uberdies verhindert BDNF in vitro die NO-vermittelte Glutamat-Toxizitit,

welche auch in der Folge einer Ischdmie zu beobachten ist (194).

1.3.2. Tyrosinkinase B

Die TrkB fungiert als Rezeptor fiir BDNF sowie NT-4/5 und findet sich im Cortex,
Hippocampus, Hirnstamm, in septalen Nuclei, Purkinjezellen des Kleinhirns, Motoneuronen des
Riickenmarks und in der Substantia nigra. Der Grof3teil ist intrazelluldr lokalisiert und wird nach
Depolarisierung der Plasmamembran in diese transloziert (172).

Nach Bindung des Liganden dimerisiert der Rezeptor mit nachfolgender Kinaseaktivierung,
Rezeptorautophosphorylierung von multiplen Tyrosinresten und Anlagerung von Zielproteinen
an SH2-Doménen. Zu diesen gehodren die Phosphoinositit-3 (PI3)-Kinase, die PLC-y und das
kleine G-Protein Ras (178, 179). Insbesondere dem kleinen G-Protein Ras und der PI3-Kinase
wird die Eigenschaft zugeschrieben, fiir das neuronale Uberleben verantwortlich zu sein (181).

Durch die anschlieBende Aktivierung verschiedener Gene vermittelt BDNF die oben beschriebe-
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nen Wirkungen. Der GroBteil dieser Wirkungen bendtigt Tage bis Wochen. Daneben sind jedoch
auch schnellere Effekte beschrieben worden, z. B. Modulation der Ionenkanalaktivitat, NT-
Freisetzung oder Regulierung der synaptischen Transmission, die durch die Kolokalisation von
TrkB, BDNF und Glutamat-ergen Synapsen gewéhrleistet ist (195). Kiirzlich wurde die Fahig-
keit von BDNF beschrieben, Na'-Kanile innerhalb von Millisekunden (ms) zu 6ffnen. Somit
wire BDNF die potenteste exzitatorische Substanz im ZNS. Derzeit nimmt man die Existenz von
Na'-Kanilen an, die direkt mit der TrkB gekoppelt sind und nach Ligandenbindung aktiviert
werden (196).

Neben der normalen Form der TrkB sind auch verkiirzte, sogenannte trunkierte Rezeptoren be-
schrieben worden. Diese stellen aber nur einen kleinen Teil aller Rezeptoren dar und scheinen
Wachstums- und Entwicklungsprozesse zu beeinflussen (197). Dariiber hinaus wurde eine ver-
mehrte Expression trunkierter Rezeptoren auf Astrozyten nach Hirnschiddigung gefunden, wes-

wegen man eine modulierende Funktion im Rahmen der Vulnerabilitidt des ZNS annimmt (198).

1.4. Proinflammatorische Zytokine im zentralen Nervensystem

Zytokine sind Polypeptide niedrigen Molekulargewichts (MG) mit multifunktionellen,
pleiotropen Effekten und regulieren Prozesse wie Zellaktivierung, Proliferation und Differenzie-
rung. Demgegeniiber stellen Chemokine Glykoproteine mit niedrigem MG dar, die Einfluss auf
Leukozytenaktivierung und Chemotaxis nehmen (199). Zu den wichtigsten Zytokinen des ZNS
zdhlen II-1, 11-6, IFN-y, TNF-o und Lymphotoxin-a. Wéhrend in der Peripherie der Grofteil
proinflammatorischer Zytokine auf Immunzellen wie Makrophagen, neutrophile Granulozyten
und T-Zellen zuriickzuflihren ist, reprasentieren aktivierte Mikrogliazellen und Astrozyten die
Hauptquellen innerhalb des ZNS. So sind diese Zellen in der Lage, selbst 11-1, I1-6 und TNF-a zu
bilden. Zudem gibt es Hinweise darauf, dass auch Neuronen fihig zur Produktion von TNF-a
und II-6 fahig sind. Daneben wird ein Teil der Zytokine im ZNS durch Endothel und
perivaskuldre Zellen gebildet. Zytokine vermitteln den Hauptteil der Wirkungen auf Neuronen
indirekt liber Gliazellen, konnen aber auch direkt auf Neuronen wirken. Aufgrund der fehlenden
Pinozytosefunktion der BBB und der dichten Tight Junctions ist eine passive Diffusion von
Zytokinen aus der Peripherie ins ZNS kaum moglich. Zwar konnen Zytokine in den
zirkumventrikuldren Organen Einfluss auf ZNS-Prozesse nehmen, doch reicht diese Erklarung
nicht aus, um die vielfiltigen Wirkungen der Zytokine aus der Peripherie auf das ZNS zu erkli-

ren. Daher bedarf der genaue Mechanismus noch weitere Studien (200)
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1.4.1. Tumor-Nekrose-Faktor a

TNF-a ist ein 26 Kilo-Dalton (kDa) grofes, Membran-gebundenes Precursor-Polypeptid, wel-
ches durch das TNF-a-Converting Enzyme in eine 17 kDa grof3e Untereinheit gespalten wird. Als
Homotrimer vermittelt TNF-a seine Wirkungen iiber 2 TNF-a-Rezeptoren: TNFR-1 (p55) und
TNFR-2 (p75), welche zur TNFR-Superfamilie gehoren (199). Im Allgemeinen wird TNF-a v. a.
durch aktivierte Immunzellen wie Makrophagen, T- und B-Zellen gebildet. Im ZNS wird unter
normalen Umsténden der GroBteil durch Neuronen produziert. Kommt es zu einer Entziindungs-
reaktion des ZNS, z. B. im Rahmen von Infektionen, Schadigungen oder Ischidmien, treten
Astrozyten und Mikrogliazellen in den Vordergrund (200).

Der TNFR-1 verfiigt liber 3 zytoplasmatische Doménen: die TNFR-1 Internalization Domain
(TRID), Neutral Sphingomyelinase Domain (NSD) und die Death Domain (DD). Die TRID ist
fiir die Internalisierung des Rezeptors und Initiierung von Apoptosevorgdngen von Bedeutung,
die NSD ist mit der Produktion von Ceramiden und der Aktivierung der Caspase 3 verbunden.
Die DD ist die Bindungsstelle fir die TNFR-Associated Death Domain, welche die
Adaptorproteine Receptor Interacting Protein, TNFR-Associated Factor 2 (TRAF-2) und Fas-
Associated Death Domain (FADD) rekrutiert. Wahrend FADD mit der Herbeifiihrung von
Apoptose assoziiert ist, fiihrt eine TRAF-2-Rekrutierung zu Uberlebenssignalen fiir die Zelle.
Uber den TNFR-2 ist bisher weniger bekannt, jedoch konnte gezeigt werden, dass durch diesen
Rezeptor neuroprotektive Effekte iiber eine PI3-Kinase-abhingige Transduktion vermittelt wer-
den (201).

Uber den TNFR-1 ruft TNF-o zum einen neurotoxische, zum anderen auch neuroprotektive Wir-
kungen hervor. So fordert er nach Schiadigung des ZNS proinflammatorische und neurodegene-
rative Vorginge. Beispielsweise finden sich erhohte Werte von TNF-a bei M. Alzheimer, M.
Parkinson, Multipler Sklerose und Humaner Immundefizienz-Virus-bedingter Demenz. Neuro-
toxische Wirkungen werden z. B. durch Verdnderungen der BBB-Integritit herbeigefiihrt, dessen
Folge eine verbesserte Adhdsion und Infiltration von Immunzellen ist. Dariliber hinaus fiihrt die
Aktivierung von Mikrogliazellen iiber die Generierung von ROS zur Induktion weiterer
proinflammatorischer Zytokine. Durch Modulation der Major Histocompatibility Complex-
Prisentation steigt die Vulnerabilitdt von Astrozyten gegeniiber zytotoxischen T-Zellen. Ferner
wird durch die Wiederaufnahmehemmung von Glutamat dessen exzitotoxische Wirkung ver-
stirkt. Weitere Mechanismen sind die Verstirkung von vasogenen Odemen, Modulation von
Tonenstromen und Ca*"-Homgostase, Induktion der NADPH-Oxidase und COX, Freisetzung von

PAI-1 sowie die Storung von LTP-Prozessen (199). AuBBerdem unterstiitzt TNF-a iiber die In-
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duktion von II-1 B und konsekutiv erhohter NGF-Expression die zentrale Schmerzsensitisierung
(200).

Demgegeniiber werden auch neuroprotektive Wirkungen beobachtet. Dazu gehoren die Forde-
rung von Uberleben, Differenzierung, Proliferation, Wachstum oder Remyelinisierung. Ursich-
lich sind z. B. die Stimulation von Astrozyten zur Freisetzung neurotrophischer Faktoren, Akti-
vierung von Reparaturprozessen in peripheren Nerven und Hirngefa3en, Stimulation neuronaler
Plastizitdt, Induktion von antiapoptotischen Proteinen wie Bcl-2 und antioxidativen Stoffwech-
selwegen (199).

Im Rahmen von zerebralen Ischdmien zeigen sich erhohte Werte von TNF-a. Des Weiteren ist
die Induktion von TNF-a mit einer Verschlechterung neurologischer Defizite und einer Vergro-
Berung des Infarktvolumens verbunden (199). Mdgliche Ursachen sind die Potenzierung der
Glutamat-Toxizitdt und die gesteigerte Expression von ICAM-1, VCAM-1, COX-2, iINOS sowie
MMPs (202). Bereits 3 h nach Infarkt wurden in Tiermodellen erhohte Konzentrationen der
mRNA festgestellt (201). Dennoch kann nicht von einer rein neurotoxischen Wirkung im Falle
des Schlaganfalls ausgegangen werden. So konnte gezeigt werden, dass das Infarktvolumen bei
TNF-0-Knock-Out-Méusen deutlich grof3er ist (201). Weiterhin bedingt eine Prikonditionierung
mit TNF-a eine erhohte Ischidmietoleranz. Insofern scheint ein gewisser Grad der Aktivierung
von TNF-a-abhingigen Signalwegen unabdingbar fiir den Schutz gegeniiber Ischimie-bedingten
Schéden zu sein. Vielmehr scheint der Zeitpunkt der TNF-a-vermittelten Wirkungen entschei-

dend zu sein (199).

1.4.2. Interleukin-6

I1-6 reprisentiert ein weiteres wichtiges Zytokin im ZNS und gehdrt zusammen mit dem
leukemia inhibiting facto, Onkostatin M, II-11 und anderen zu einer Familie von Zytokinen, die
dhnliche Wirkungen entfalten. Produziert wird I1-6 hauptsidchlich von Makrophagen und Mono-
zyten, in geringerem Mafle auch durch T-Helfer-Typ 2-Zellen. Die hochsten Konzentrationen
finden sich in Gliazellen und Neuronen im Hippocampus. In vitro lasst sich die Expression von
[1-6 insbesondere durch I1-1 B, TNF-a und Lipopolysaccharide steigern. Auch Nervenschiadigun-
gen flihren eine gesteigerte Bildung dieses Zytokins herbei (200). Seine Wirkungen vermittelt I1-
6 iiber den Il-6-Rezeptor (II-6R). Dieser ist in der Plasmamembran mit dem Glykoprotein 130
(gp 130) assoziiert und transduziert iiber den JAK/STAT-Signalweg. Neben dieser Membran-

gebundenen Form gibt es auch den I6slichen I1-6R, der I1-6 im Plasma binden und in der Folge
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den gp 130-Rezeptor aktivieren kann. Dieser wird im Gegensatz zum I1-6R ubiquitdr exprimiert,
sodass I1-6 auch in I1-6R-negativen Geweben Wirkungen hervorrufen kann (203).

Zu den Wirkungen zdhlen die Regulation der Thrombozytenfunktion, Differenzierung von leu-
kédmischen Zellen und embryonischen Immunstammzellen sowie die Differenzierung von Mono-
zyten zu Makrophagen, Stimulation der akuten Phase-Reaktion der Leber, Hemmung der
Lipoproteinlipase, Fieberentstehung und reaktive Gliose. Dartiber hinaus induziert I1-6 die Frei-
setzung des Adrenocorticotropen Hormons aus der Hypophyse. Durch den daraus resultierenden
Anstieg der Glucocortikoide kommt es zur Hemmung von Il-1-und TNF-a-abhédngigen Signal-
wegen (200). Daneben stimuliert 11-6 die Produktion des II-1Ra und I1-10, welches eine Inhibiti-
on der Synthese von I1-1, TNF-a und I1-8 bewirkt (204). Wéahrend Lymphozyten vor Apoptose
durch Hochregulierung von schiitzenden Proteinen wie Bcl-2 oder Bcel-xp, geschiitzt werden, in-
duziert Il1-6 in neutrophilen Granulozyten den programmierten Zelltod (205). Nach Nerven-
schidigung fiihrt [1-6 zu einer Aktivierung von Astrozyten, Neuronen und Mikrogliazellen, wo-
durch eine schnellere Regeneration erreicht wird. Diese Vielfalt an pro- und antiinflam-
matorischen Effekten unterstreicht die komplexe Wirkung von I1-6 im Rahmen entziindlicher
Vorginge (200).

In Modellen des Schlaganfalls korrelieren hohe Werte von I1-6 mit einem gréf3eren Infarktvolu-
men. Jedoch wurde gezeigt, dass I1-6-defiziente Tiere keine Unterschiede beziiglich des Scha-
dens aufweisen. Diese Ergebnisse implizieren, dass I1-6 nicht direkt das Infarktgeschehen beein-
flusst (6). Dennoch sind im Rahmen hdmorrhagischer Schlaganfille hohe Il-6-Werte mit einem
schlechten Outcome verbunden (206). Ebenso sind hohe Werte mit einem erhohten Risiko eines

wiederholten Infarkts assoziiert (207).

1.5. Hypothese der Arbeit

Viele Studien belegen, dass mit Hilfe der Blockierung des RAS mit ACE-Inhibitoren und ARBs
die Inzidenz von Schlaganfillen verringert werden kann (70, 72, 73, 75, 146, 167, 168, 169,
170). Dariiber hinaus zeigen Tiermodellstudien, dass insbesondere ARBs Blutdruck-
unabhdngige, neuroprotektive Wirkungen vermitteln, welche die Schlaganfallpathophysiologie
beeinflussen konnen (131, 161, 162, 163, 166). Unter dieser Vorstellung konnte die Therapie mit
einem ARB der Therapie mit einem ACE-Inhibitor {iberlegen sein. Hinsichtlich der
Schlaganfallinzidenz konnte die ONTARGET-Studie keinen Unterschied zwischen beiden
Substanzgruppen feststellen. Zudem erbrachte die Kombinationstherapie aus beiden Substanz-

gruppen keinen zusitzlichen Nutzen (169). Jedoch war es anhand der Studienergebnisse nicht
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moglich, Aussagen {liber Unterschiede beziiglich des neurologischen Schadens zwischen den
Gruppen zu machen.
Die vorliegende Arbeit untersucht iiber die ONTARGET-Studie hinaus erstmals mit Hilfe eines
Schlaganfallmodells der Ratte, inwieweit eine Vorbehandlung mit dem ARB Telmisartan, dem
ACE-Inhibitor Ramipril und deren Kombination das Ausmal} des neurologischen Schadens nach
fokaler zerebraler Ischimie durch Blutdruck-unabhingige Wirkungen beeinflusst.
Voraussetzung dieser Untersuchung ist
1. eine suffiziente und dquipotente Blockierung des RAS durch die Substanzgruppen fiir die
Dauer von 24 h und
2. eine fehlende Blutdrucksenkung durch die Substanzgruppen vor, wihrend und nach dem
herbeigefiihrten Schlaganfall.
Fiir die Einschitzung des neurologischen Schadens wurden die Infarktvolumina, das neurologi-
sche QOutcome, der Nervenzellverlust in der Penumbra, die Genexpression verschiedener
proinflammatorischer Zytokine und neuroprotektiver Faktoren sowie diesbeziigliche

immunfluoreszenzzytochemisch sichtbare Verdnderungen herangezogen.
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2. Materialien und Methoden

2.1. Materialien und Gerite

2.1.1. Materialien

2.1.1.1. Chemikalien und Substanzen

Die verwendeten Chemikalien wurden in analytischer Qualitdt bezogen. Der Begriff H,O steht
grundsétzlich fir Aqua bidestillata und wurde entweder von der Firma Invitrogenbezogen
(Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland [D]) oder mittels einer

Reinstwasseranlage (Milli Q) der Firma MILLIPORE, Billerica, USA, aufbereitet.

Chemikalien, allgemein

Tabelle 2-1. Ubersicht der verwendeten allgemeinen Chemikalien

Chemikalie Bezugsquelle

Calciumchlorid (CacCl,) SIGMA, Taufkirchen, D

Dimethylsulfoxid (DMSO) SIGMA, Taufkirchen, D

Ethanol (70% v/v) Mallinckrodt Baker, Deventer, NL
Kaliumchlorid (KCI) Merck, Darmstadt, D

Magnesiumchlorid (MgCl,) Roth, Karlsruhe, D
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) SIGMA, Taufkirchen, D

als Tris-Base und Tris-Salzsdure D SIGMA, Taufkirchen, D

Triton X-100 Sigma-Aldruch Chemie GmbH, Steinheim, D
Tween 20 SIGMA, Taufkirchen, D
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Chemikalien fiir die in vivo-Versuche

Tabelle 2-2. Ubersicht der verwendeten Chemikalien fiir die in vivo-Versuche

Chemikalie Bezugsquelle

Angiotensin [ Sigma Taufkirchen, D

Angiotensin II Sigma Taufkirchen, D

Buprenorphin essex pharma, Miinchen, D

Chloralhydrat Sigma Taufkirchen, D

Haltungsfutter ssnif Spezialitditen GmbH, Soest, D

Isofluran (Florene) Abbot GmbH & Co Kg, Wiesbaden, D
Natriumchlorid (NaCl) Merck KGaA, Darmstadt, D

Ramipril Bohringer-Ingelheim, Ingelheim am Rhein, D
Sauerstoff, medizinisch Hausversorgung

Telmisartan Bohringer-Ingelheim, Ingelheim am Rhein, D

Chemikalien und Losungen fiir die Nukleotidanalytik

Tabelle 2-3. Ubersicht der verwendeten Chemikalien und Losungen fiir die Nukleotidanalytik

Chemikalie / Losung Bezugsquelle

5 x M-MLV-Puffer Promega, Mannheim, D

10 x PCR-Puffer Promega, Mannheim, D
Desoxynukleosid-Triphosphate (ANTP) Promega, Mannheim, D

Glycerol Roth, Karlsruhe, D

MgCl, (50mM) Promega, Mannheim, D

ROX Invitrogen, Karlsruhe, D

SYBR Green RT-PCR Mastermix Applied Biosystems, Darmstadt, D
TRIzol Reagenz Invitrogen, Karlsruhe, D

Wasser (Ultra-Pure) PAN Biotech, Aidenbach, D

35



Material und Methoden

Chemikalien und Losungen fiir die Inmunfluoreszenzzytochemie

Tabelle 2-4. Ubersicht der verwendeten Chemikalien und Losungen fiir die Inmunfluoreszenzzytochemie

Chemikalie / Losung Bezugsquelle
4’,6’-Diamino-2-phenylindol-HCI (DAPI)  Invitrogen, Karlsruhe, D

Aceton Mallinckrodt Baker, Deventer, NL
Eindeckmedium Hydromount DiaTec, Hallstedt, D
Entellan®-Eindeckmedium Merck KGaA, Darmstadt, D

Neurotrace™ Nissl-Farbung Invitrogen, Karlsruhe, D

Jung Tissue Freezing Medium Leica-Microsystems, Nussloch, D

Triton-X 100 Sigma-Aldruch Chemie GmbH, Steinheim, D

SYBR Green® Housemix

Tabelle 2-5. Zusammensetzung des SYBR Green® Housemix ‘ (10 ml)

Endkonzentration in

Chemikalie / Losung Konzentration der Reaktion Volumen [ml]
H,O0, ultra pure / / 8,91
KCL 2,5 M 100 mM 50 mM 0,4
Tris-HCI, 1 M 20 mM 10 mM 0,2
Mg**-Solution, I M 13 mM 6,5 mM 0,13
dATP, 100 mM 0,4 mM 0,2 mM 0,04
dCTP, 100 mM 0,4 mM 0,2 mM 0,04
dTTP, 100 mM 0,4 mM 0,2 mM 0,04
dGTP, 100 mM 0,4 mM 0,2 mM 0,04
SYBR Green® 0,02 % 0,01 % 0,001
DMSO 4 % 2% 0,001
Tween 20 0,01 % 0,005 % 0,001
ROX-Solution 2% 1% 0,2

NP 40 0,01 % 0,005 % 0,001
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2.1.1.2. Primer

Die Sequenzdaten der Primer des entsprechenden Organismus wurden auf der Internetseite
http://www.ensembl.org/index.html ermittelt, anschlieBend wurden die Primer mit Hilfe des Pro-
gramms Primer 3 (http://biotools.umassmed.edu/) entworfen und durch TIB-MOLBIOL (TIB-
MOLBIOL Syntheselabor GmbH, Berlin, D) hergestellt. Zuvor wurde auf der Internetseite
http://www.ncbi.nlm.nih-.gov/BLAST/ das gesamte Organismusgenom mit den ausgewihlten
Primern verglichen, um eine unerwiinschte Fragmentamplifikation zu vermeiden. Tabelle 2-6.

zeigt eine Ubersicht der verwendeten Primer.

Tabelle 2-6. Ubersicht der verwendeten Primer

Gen Sense Antisense Anlagerungs-
temperatur

BDNF CTAgCTAgTCgAAgTCgATC AgCTgATCgATTCgTAgCgT 59°

TrkB CgAAgggAAATAgCAAggCA CTAATgCATgggATACTAg 61°
ATATgTTCTCAgggAgATCTTg 60

IL-6 AgTgCATCATCgCTgTTCATACA
gAA

TNF-a TgTCTgTgCCTCAgCCTCTTC TCCTTgTTgggACCgATCA 60

18 S-TRNA  CCgCAgCTAggAATAATggAA  TCTAgCggCgCAATACZAAT 61°

2.1.1.3. Enzyme

Tabelle 2-7. Ubersicht der verwendeten Enzyme

Enzym Bezugsquelle

M-MLYV Reverse Transkriptase Promega, Mannheim, D
RNasin Promega, Mannheim, D
Tag-Polymerase Invitek, Berlin, D
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2.1.1.4. Antikorper

Tabelle 2-8. Ubersicht der verwendeten Antikorper

Antikorper

Bezugsquelle

Cy3-konjugierter Donkey anti-Goat 1gG
Cy3-konjugierter Donkey anti-Rabbit 1gG
Goat anti-TNF-a IgG (Anti-Mouse, Rat,
Human)

Goat anti-IL-6 1gG (Anti-Mouse, Rat)
Rabbit anti-TrkB IgG (Anti-Mouse, Rat,

Human)

Jackson ImmunoResearch, West Grove, USA
Jackson ImmunoResearch, West Grove, USA

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA

2.1.1.5. Verbrauchsmaterialien und Glasgeriite

Verbrauchsmaterialien wie Pipetten, Pipettenspitzen, Eppendorfgefille etc. sowie Glasgerite

wurden iiber den zentralen Einkauf der Charité bestellt und geliefert.

Materialien fiir die in vivo-Versuche

Tabelle 2-9. Ubersicht der verwendeten Materialien fiir die in vivo-Versuche

Material

Bezugsquelle

Bosworth Trim Allzweckkunststoff
Kaniilen Microlance (verschiedene Grofien)
Kaniilen Sterican (verschiedene Grof3en)
Nahtmaterial Ethilon, nicht resorbierbar,
monofil, 4-0

Nahtmaterial Prolene, nicht resorbierbar,
monofil, 4-0

Operationsbesteck

Polyethylene-Schlauch (PE-60, Inside dia-
meter: 0,72. Outside diameter: 1,22)
S-Monovetten Kaniilen 22G

Spritzen Discardit (verschiedene Grof3en)

Bosworth, Skokie, USA
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, D
B. Braun Meisungen AG, Meisungen, D
Ethicon, Norderstedt, D

Ethicon, Norderstedt, D

FST, Fine Science tolls GmbH, Heidelberg, D
Aesculap AG, Tuttlingen, D

Sarstedt AG & Co, Niimbrecht, D
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, D
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Spritzen Omnifix 1 ml B. Braun Meisungen AG, Meisungen, D

Materialien fiir die Nukleotidanalytik

Tabelle 2-10. Ubersicht der verwendeten Materialien fiir die Nukleotidanalytik

Material Bezugsquelle

96-well Multiply PCR-Platten Sarstedt, Niimbrecht, D
Klebefolie, optisch klar Sarstedt, Niimbrecht, D

PCR Tubes und Caps Biozym, Hessisch Oldendorf, D

Materialien fiir die Inmunfluoreszenzzytochemie

Tabelle 2-11. Ubersicht der verwendeten Materialien fiir die in Immunfluoreszenzzytochemie

Material Bezugsquelle

Feuchtkammer Anfertigung von Bettina Roeder, CCR Berlin,
D

Menzel Deckgldschen Menzel GmbH & CoKg, Braunschweig, D

SuperFrost Plus Objekttriger R. Langenbrinck, Teningen, D

Sonstige Materialien

Tabelle 2-12. Ubersicht der sonstigen verwendeten Materialien

Material Bezugsquelle

500 pl, 1,5 ml, 2 ml Eppendorfgefilie Eppendorf, Hamburg, D
15 ml, 50 ml Zentrifugengefa3e (Falcon) Falcon, Grifelfing-Lochham. D
10 pl-, 100 pl-, 1000 ul-Eppendorfspitzen  Eppendorf, Hamburg, D
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2.1.2. Gerite

Geriite, allgemein

Tabelle 2-13. Ubersicht der allgemein verwendeten Gerte

Gerit

Bezugsquelle

Analysenwaage BL 310
Analysenwaage BL 150S
Magnetriihrer RET basic C
Préazisionswaage SC2
Schiittelgerdt Vortex-Genie 2
Thermomixer comfort
Zentrifuge Micro 20
Zentrifuge 5415R

Sartorius, Gottingen, D

Sartorius, Gottingen, D
IKA-Werke, Staufen, D

Sartorius, Gottingen, D

Scientific Industries, Bohema, USA
Eppendorf, Hamburg, D

Hettich, Tuttlingen, D

Eppendorf, Hamburg, D

Gerdite fiir die in vivo-Versuche

Tabelle 2-14. Ubersicht der verwendeten Gerite fiir die in vivo-Versuche

Gerat

Bezugsquelle

Analyze 5.0 Visualisierungs- und
Analysen-Software

BioTrig Animal Life Monitoring 9M CPL
BioTrig BT Software

Heizmatten

Isofluran-Verdampfer
Linux-HP-workstation

monitoring-System 1025 (MR-kompatibel)
NIBP Controller zur Blutdruckbestimmung
PeriFlux System 5000 zur Laser-Doppler-
basierten Durchflussmessung

PharmaScan 70/16 MRT-Gerit (Standort:

Neurowissenschaftliches Forschungs-

AnalyzeDirect, Overland Park, USA

BioTrig,; Bruker, Karlsruhe, D

BioTrig, Bruker, Karlsruhe, D

Anfertigung von Bettina Roeder, CCR Berlin,
D

Volker GmbH, Kaltenkirchen, D
Hewlett-Packard GmbH, Boblingen, D

SA Instruments, Stony Brook, USA
ADInstruments GmbH, Spechtbach, D
Perimed, Jarfalla, SE

Bruker Biospin, Ettlingen, D
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zentrum Berlin)

ParaVision Software 3.0.1. Bruker Biospin, Ettlingen, D
PowerLab zur Blutdruckmessung ADInstruments GmbH, Spechtbach, D
Radiometer ABL 555 zur Blutgasanalyse =~ Radiometer medical, Kopenhagen, DK

Geriite fiir die Nukleotidanalytik

Tabelle 2-15. Ubersicht der verwendeten Geriite fiir die Nukleotidanalytik

Geriit Bezugsquelle
Inkubationsschiittler Unitron Infors HAT, Bottmingen, CH
Real-time PCR-System Mx3000P Stratagene, La Jolla, USA
Spektrophotometer DU 530 Beckman, Fullerton, USA
Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg, D
Zentrifuge 5415R Eppendorf, Hamburg, D

Geriite fiir die Inmunfluoreszenzzytochemie

Tabelle 2-16. Ubersicht der verwendeten Gerite fiir die Inmunfluoreszenzzytochemie

Gerit Bezugsquelle
Fluoreszenzmikroskop DM IRE2 Leica, Wetzlar, D

Kryostat CM 1900 Leica Microsystems. Wetzlar, D
Software Openlab 3.1.7. Improvision, Coventry, UK
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2.2. Methoden

2.2.1. Methoden der in vivo-Versuche

2.2.1.1. Haltung und Pflege der Tiere

Die Tiere, ménnliche, normotensive Wistar-Ratten (180-230 g), wurden von HARLAN Winkel-
mann, Deutschland bezogen. Die Haltung unter standardisierten Bedingungen (22 °C, 55 % ab-
solute Luftfeuchtigkeit, 12 h Tag/Nacht-Rhythmus, freier Zugang zu Wasser und Einheitsfutter,
4-5 Tiere pro Kifig) erfolgte in keimarmer (special pathogen free [SPF]-) Umgebung mit Ge-
nehmigung und unter Aufsicht des Landesamtes fiir Gesundheit und Soziales (LAGeSo) Berlin
in der tierexperimentellen Einrichtung des Center for Cardiovascular Research (CCR) der Cha-
rit¢ Universitdtsmedizin Berlin, Campus Charité Mitte.

Die im Folgenden aufgefiihrten tierexperimentellen Arbeiten zur Induktion eines Schlaganfalls
in der Ratte wurden im Rahmen des vom LAGeSo Berlin genehmigten Versuchsvorhabens
G0088/04 (22.04.2004 bis 30.03.2006) durchgefiihrt.

Die operativen Tatigkeiten erfolgten durch Maxim Krikov aus der Arbeitsgruppe Unger, CCR,
Campus Charité Mitte.

2.2.1.2. Studiendesign

Vor Beginn der Hauptstudie erfolgte eine Pilotstudie zur Dosisfindung der verwendeten Sub-
stanzen. Die dquipotenten Dosierungen von Ramipril und Telmisartan wurden durch die Rever-
sion der durch Ang I- bzw. Ang II-hervorgerufenen Blutdruckanstiege ermittelt.

Nach einer Adaptationszeit von mindestens 5 Tagen nach Eingang in den tierexperimentellen
Bereich des CCR wurde im Rahmen der Hauptstudie mit dem Behandlungsprotokoll begonnen;
zuvor erfolgte die Randomisierung der Tiere in 6 verschiedene Behandlungsgruppen (Abb. 2-1.).
Die Medikation mit Ramipril bzw. Telmisartan wurde, dem Korpergewicht entsprechend dosiert,
subkutan ein- (Telmisartan) bzw. zweimal (Ramipril) téglich appliziert. Im Falle der Gabe von
0,9 % NaCl entsprach das Volumen dem, was ein Tier in den anderen Behandlungsgruppen tag-

lich erhielt.
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Behandlungsgruppen

* 0,5 ml NaCl 0,9% (Vehikel) einmal téglich + sham (scheinoperiert)
* 0,5 ml NaCl 0,9% (Vehikel) einmal téglich + Schlaganfall

* Telmisartan 0,5 mg/kg KG einmal tdglich + Schlaganfall
* Ramipril 0,01 mg/kg KG zweimal téglich + Schlaganfall
» Ramipril 0,1 mg/kg KG zweimal taglich + Schlaganfall

* Telmisartan 0,5 mg/kg KG einmal téglich + Ramipril 0,01 mg/kg KG
zweimal téglich + Schlaganfall

Abbildung 2-1. Studiendesgin-Behandlungsgruppen

3 Tage nach Beginn der Behandlung erfolgte die femoralarterielle Punktion und Katheterisierung
im Rahmen der arteriellen Blutdruckmessung. Nach 5 Tagen wurde die 4. cerebri media mittels
Polyproyplen-Faden fiir 90 min temporir verschlossen und wiahrenddessen sowie 30 min danach
der Blutdruck und der zerebrale Blutfluss gemessen. 24 und 48 h post reperfusionem wurden die
neurologischen Funktionen der Tiere evaluiert. Des Weiteren erfolgte nach 48 h mittels Magnet
Resonanz Tomografie (MRT) unter Narkose eine Quantifizierung der Infarktvolumina, gefolgt
von einer Dekapitation der Tiere und Entfernung der Gehirne fiir nukleotidanalytische sowie

immunhistochemische Untersuchungen (Abb. 2-2.).

Tag 7
Tag6 * neurologische
. * neurologische Untersuchung
Tags Untersuchung « MRT
» arterielle Blutdruckmessung « Dekapitation
. * Schlaganfallsimulierung
Tag 3 * zerebraler Blutfluss
« arterielle
® Blutdruckmessung
Tag 1

* Behandlungsbeginn

Abbildung 2-2. Studiendesign-zeitlicher Ablauf der Hauptstudie
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2.2.1.3. Einbringen der arteriellen und venosen Femoraliskatheter

Zur Moglichkeit der arteriellen Blutdruckmessung und intravendsen Verabreichung von Losun-
gen bzw. Pharmaka wurde die Inguinalregion 2 Tage vor Beginn der Blutdruckmessungen im
Rahmen der Dosisfindung (s. u. ) bzw. 2 Tage vor Induktion des Schlaganfalls im Rahmen der
Hauptstudie punktiert und je ein Katheter in die 4. und V. femoralis eingefiihrt. Im Falle der
Hauptstudie erfolgte nur die arterielle Katheterisierung. Zu diesem Zweck wurden die Ratten
mittels subkutaner Gabe von Chloralhydrat (400 mg/kg Korpergewicht [KG]) narkotisiert und
auf einem angewarmten Tisch auf den Riicken gelagert. Nach Desinfektion der Leiste erfolgte
eine 2-3 cm lange Inzision dieser Region mittels einer Schere. Die beiden Femoralisgefi3e wur-
den durch Priparation des darunterliegenden Fett- und Bindegewebes dargestellt und die Arterie
von der Vene getrennt. Um eine mogliche Vasokonstriktion bzw. einen Gefa3spasmus zu ver-
hindern, wurde die 4. femoralis mit einer Lidocain-0,9 % NaCl-Losung betraufelt. Daran an-
schlieBend wurde die Arterie proximal (um den Katheter spéter zu fixieren) und distal der spéte-
ren Punktionsstelle ligiert. Nach Abklemmen des Gefifles mit Hilfe von mikrovaskuldren Clips
und der dadurch erreichten Unterbrechung des Blutflusses erfolgte die Inzision der Arterien-
wand. Das im abgeklemmten Bereich befindliche Blut wurde mit einer Heparin-0,9 % NaCl-
Losung heraus gespiilt. Unter Verwendung von Mikrozangen wurde die Punktionsstelle nun ge-
ring aufgeweitet und der Katheter (Polyethylen, PP-50) ca. 1,6 cm vorgeschoben, die proximale
Ligatur sicherte die Position des Katheters. Zur Prophylaxe entstehender Luftblasen erfolgte eine
Spiilung des Katheters mit einer Heparin-0,9 % NaCl-Losung. Nach Verschluss der Punktions-
stelle und Losen der Abklemmung wurde der distale, nicht intravasal liegende, Abschnitt des
Katheters liber einen subkutan verlaufenden Tunnel auf der Riickseite des Halses nach auBlen
geleitet.

Fiir das Einbringen des vendsen Katheters in die V. femoralis wurde das gleiche Protokoll ver-

wendet.

2.2.1.4. Bestimmung der Behandlungsdosen im Rahmen der Pilotstudie

2 Tage nach Katheterisierung wurde der arterielle Katheter {iber einen Signalwandler mit dem
Programm PowerLab von ADInstruments zur Durchfiihrung der Blutdruckmessungen verbunden
und die ermittelten Daten aufgenommen sowie auf dem Computer gespeichert. Anschlieend

erfolgte mit einer Mikrospritze (Hamilton) die Injektion von 150 ng/kg KG Ang I respektive 50

44




Material und Methoden

ng/’kg KG Ang II iiber den vendsen Katheter. Nach 10-miniitiger Blutdruckmessung wurden
subkutan Ramipril (im Falle der vorherigen Ang I-Injektion), Telmisartan (im Falle der vorheri-
gen Ang Il-Injektion) oder 0,9 % NaCl-Losung (sowohl nach Ang I, als auch Ang II-Injektion)
appliziert und der Blutdruck nach 5, 15, 30, 60 min sowie 3, 6 und 10 Stunden gemessen.

Dariiber hinaus wurde wihrend des kiinstlich herbeigefiihrten Schlaganfalls im Rahmen der
Pilotstudie der Blutdruck 15, 30 min vor und 30, 60, 120 min nach der Prozedur in den verschie-

denen Behandlungsgruppen ebenfalls mit power lab gemessen.

2.2.1.5. Messung der zerebralen Blutflusses

Zur Messung des CBF nutzte man das Prinzip des Dopplereffekts auf sich bewegende Zellen:
durch einen Laser erzeugtes infrarotes Licht wird von der Hautoberfldche in ein Gefdl3 gelenkt,
in dem die Geschwindigkeit von Zellen gemessen werden soll. An ruhendem Gewebe, z. B. der
GefaBwand, wird das Licht reflektiert, ohne, dass sich die Frequenz dndert. Bei sich bewegenden
Objekten, z. B. Erythrozyten, dndert sich dagegen die Frequenz des reflektierten Lichts. Diesen
Unterschied bezeichnet man als Dopplershift, dessen Gréfle proportional zur Geschwindigkeit
der sich bewegenden Objekte ist. Des Weiteren ist die Menge des reflektierten Lichts proportio-
nal zum Volumen der Objekte. Mittels Fotodetektor kann das reflektierte Licht in einen Foto-
strom umgewandelt und durch Frequenzanalyse, entsprechend dem Dopplergesetz, die Ge-
schwindigkeit bestimmt werden.

Fiir die experimentelle Herbeifithrung des Schlaganfalls und Messung des CBF wurden die Rat-
ten mit Chloralhydrat (400 mg subkutan [s. c.]) narkotisiert und auf den Riicken gelagert. 30 min
zuvor erfolgte eine Blutdruckmessung. Eine gleichbleibende Korpertemperatur von 37 °C wih-
rend des Eingriffes wurde durch Lagerung der Tiere auf einer Heizmatte sichergestellt.

Die frontale Region zwischen den Augen und Ohren sowie der ventrale Halsbereich wurden ra-
siert und anschlieBend mit 70 % Alkohol desinfiziert. Zur Durchfiihrung der CBF-Messung er-
folgte ein 2-3 cm langer sagittaler Schnitt in der frontalen Mittellinie, zwischen den Augen be-
ginnend und bis in Hohe der Ohren reichend. Das darunter liegende Gewebe wurde bis zum
Sichtbarwerden des Schédels frei prépariert. Mit Hilfe von stereotaktischem Instrumentarium
wurde ein Polyethylenrohrchen 1 mm dorsal des Bregmas und 6 mm neben der Mittellinie auf
die Oberflache der rechten Hemisphére platziert und mit Histoacryl® - Kleber fixiert. Durch
dieses Rohrchen wurde iiber eine faseroptische Sonde vor, wihrend und nach Okklusion der

CBF gemessen.
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2.2.1.6. Middle Cerebral Artery Occlusion

Die Middle Cerebral Artery Occlusion (MCAO) ist ein Modell fiir die experimentelle Herbeiftih-
rung eines temporéren ischdmischen Infarkts der 4. cerebri media, welche durch verschiedene
Methoden verschlossen werden kann. Durch Authebung dieses temporiren Verschlusses und
konsekutiver Reperfusion des zuvor minderversorgten Gebietes kann ein Schlaganfall, dhnlich
wie beim Menschen ablaufend, simuliert werden (131, 208, 209, 210,). Hierfiir erfolgte im An-
schluss der CBF - Messung eine 2-3 cm lange Inzision entlang der Mittellinie im ventralen Hals-
gebiet. Nach sorgfiltiger Préparation der Gl submandibularis und der Mm. sternohyoideus,
sternothyroideus et omohyoideus wurde die A. carotis communis dargestellt. Nach Ligation der
A. carotis externa wurde die 4. carotis communis zum Canalis caroticus bis zur Schddelbasis
freipréapariert, gefolgt von der Ligation der A. carotis communis. AnschlieBend wurde die 4.
carotis communis oberhalb der Ligatur inzidiert und ein silikonbeschichteter Polypropylen-
Faden (Prolene® 4-0) ca. 1,7 cm iiber die A. carotis interna bis in die A. cerebri media vorge-
schoben, bis er auf Widerstand traf. Ein Abfall des CBF mittels Laser-Doppler-Messung von
mindestens 75 % nach Verschluss der 4. cerebri media wurde als erfolgreich gewertet. Nach 90-
miniitiger Okklusionszeit wurde der Faden gezogen, was eine Reperfusion des zuvor minder-
durchbluteten Stromgebietes der A. cerebri media ermdglichte. Die Inzisionsstellen der Haut und
der A. carotis communis wurden nach Entfernung der Gefa3ligaturen mithilfe von Einzelknopf-
ndhten chirurgisch verschlossen. Bis zum Erwachen aus der Narkose wurden die Tiere auf
Heizmatten gelagert, zur postoperativen Schmerzprophylaxe erfolgte eine Applikation von 0,02
mg/kg KG Buprenorphin s. c., die bei Bedarf im Abstand von 12 h wiederholt wurde. Nach voll-
stindigem Erlangen des Bewusstseins wurden die Ratten in die urspriinglichen Kifige mit freiem
Zugang zu Wasser und Nahrung zuriickverlagert. Scheinoperierte Tiere durchliefen dieselbe

Prozedur, ohne, dass ein Faden in die A. carotis communis eingefiihrt wurde.

2.2.1.7. Angiografie

Die Angiografie- und MRT-Aufnahmen erfolgten im Neurowissenschaftlichen Forschungszent-
rum (NWFZ) der Charité Universitdtsmedizin Berlin, Schumannstrale 21-22, 10115 Berlin, mit
freundlicher Unterstiitzung von Dipl.-Ing. S. Miiller.

Exemplarisch erfolgte in Narkose mit Chloralhydrat (400 mg/kg KG s. c.) die angiografische

Darstellung der Perfusionsverdnderungen im Rahmen der MCAO 30 min vor und 10 min nach
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Okklusion sowie 30 min nach Herausziehen des Fadens. Hierzu nutzte man eine 3D-Gradient
Echo Flow Compensated Sequence (GEFC-TOMO) ohne Kontrastmittel. Die Bilderfassung er-
folgte mit folgenden Parametern: TR = 50 ms, TE = 5,6 ms, Conner = 45°, FOV = 35 x 35 mm
mit einer 256 x 192 x 64 Matrix. Die aufgenommenen Daten wurden anschlieBend mit dem Pro-

gramm ParaVision bearbeitet und in 3D Bilder umgewandelt.

2.2.1.8. Quantifizierung der Infarktvolumina

Mittels MRT wurde 2 Tage nach der MCAO das Volumen des Schlaganfalls unter Narkose mit
Chloralhydrat (400 mg/kg KG s. c.) quantifiziert. Dazu wurden ein 7 Tesla Bruker Scanner
(Pharmascan 70/16 AS, Bruker Biospin, Ettlingen, D) mit einer Resonanzfrequenz von 300 Hz
und einem Gradienten von 120 mt/m mit 40 A in Verbindung mit einer Linux HP-workstation
und dem Programm ParaVision 3.0.1 verwendet und 35 axiale Schnitte mit einer Schichtdicke
von 0,5 mm mit Hilfe einer T2-gewichteten, 2D Turbo-Spin-Echo Sequenz mit Fettunterdrii-
ckung (TR 5218,7 ms, TE¢xr 65,2 ms, RARE-Faktor 8 und 6 Mittelungen) aufgenommen. Die
Synchronisierung mit der Herz- und Atemfrequenz erfolgte mit BioTrig Animal Life Monitoring
9M CPL und der BioTrig BT Software. AnschlieBend konnte mit Hilfe des Programms Analyze
5.0 (AnalyzeDirect, Inc., Lenexa, USA) das Volumen berechnet werden. Zu diesem Zweck wur-
den die hyperintens erscheinenden ischdmischen Regionen in jeder Schicht mit Hilfe eines regi-
on of interest-Tools markiert und zu einem 3D-Objekt zusammengerechnet. Daraus konnte das

jeweilige Schlaganfallvolumen automatisch ermittelt werden.

2.2.1.9. Beurteilung der neurologischen Defizite

Die Einschitzung der neurologischen Defizite durch einen verblindeten Untersucher erfolgte 24
und 48 h nach der MCAO. Dazu wurde ein 18-Punktesystem nach Garcia et al. (211) verwendet,
welches 6 Aspekte untersucht, die sich nach einem Schlaganfall verschlechtern. Die niedrigste
Punktzahl mit dem numerischen Wert von 3 zeigt ein schwerwiegendes Defizit an, die hochste
Punktzahl mit dem numerischen Wert von 18 bedeutet keinen neurologischen Ausfall.

Tabelle 2-16. zeigt eine Ubersicht der 6 Tests und die Bedeutung der jeweiligen Punktzahl.
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Tabelle 2-17. Bedeutung der im Rahmen der neurologischen Untersuchung erhobenen Punktwerte

0 1 2 3

Spontanaktivitét Keine Bewe-  Kaum Bewegung  Bewegung, aber ~ Bewegung, er-

(im Kéfig fiir 5 min) gung erreicht nicht reicht mind. 3
mind. 3 Ecken Ecken des Kafigs
des Kéfigs

Symmetrie der Bewe-  Linke Seite: Linke Seite: ge- Linke Seite: lang- Symmetrische

gungen keine Bewe- ringe Bewegung same Bewegung  Bewegung auf

(alle Gliedmafien) gung beiden Seiten

Symmetrie der Vorder-
gliedmaB3en (Strecken,
wiahrend Hochhalten des

Schwanzes)

Linke Seite:
keine Bewe-
gung, kein

Ausstrecken

Klettern an der Wand des ...

Kafigs

Reaktion auf Beriihrung

des Rumpfes

Reaktion auf Beriihrung

der Sinushaare

Linke Seite: leich-
te Bewegung bis
hin zur Streckung

Unterlassung des
Kletterns

Keine Reaktion
auf der linken
Seite

Keine Reaktion
auf der linken
Seite

Linke Seite: Be-
wegung und Stre-
ckung schwicher
als rechts

Linke Seite:
schwach

Schwache Reak-
tion der linken
Seite

Schwache Reak-
tion der linken
Seite

Symmetrische
Streckung

Normales Klet-

tern

Symmetrische
Reaktion

Symmetrische
Reaktion

2.2.1.10. Totung der Tiere und Organentnahme

Unmittelbar im Anschluss an die MRT-Untersuchung wurden die narkotisierten Ratten

dekapitiert und die Gehirne entnommen. Durch eine Schnittmatrix wurden die Gehirne in Schei-

ben geschnitten und anschliefend mit fliissigem Stickstoff Schock- bzw. in Gefriermedium ge-

froren und bei -80 °C im Kiihlschrank gelagert. Spéter erfolgte die Aufarbeitung der Proben zur

RNA -Isolierung (Bregma: — 2 bis — 4 mm) und Immunhistochemie (Bregma: — 0,5 bis — 2).
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2.2.2. Methoden der Nukleotidanalytik

2.2.2.1. RNA-Isolation

Fiir die Isolierung der RNA wurden die Gehirnproben (Bregma -2,0 bis -4,0) in fliissigem Stick-
stoff mit Hilfe eines Mdrsergerétes zermahlen. Nach Zugabe von 1 ml TRIzol pro 50-100 mg
Gewebe wurden die Proben durch einen Vortexer homogenisiert, gefolgt von einer 5-miniitigen
Inkubation bei Raumtemperatur. Anschliefend wurden 0,2 ml Chloroform pro ml TRIzol zuge-
setzt, die Proben 15 s mit der Hand geschiittelt, fiir 2 min bei Raumtemperatur inkubiert und im
Anschluss bei 4 °C fiir 15 min mit 12.000 x g zentrifugiert. Von den dabei entstandenen 3 Pha-
sen (wissrige Phase, Interphase und rote Phase) wird die RNA von der wéssrigen Phase repra-
sentiert. Diese wurde von den anderen Phasen getrennt und mit 0,5 ml Isopropanol pro ml
TRIzol vermischt. Daraufhin erfolgten eine 10-miniitige Inkubation bei Raumtemperatur sowie
eine 10-miniitige Zentrifugation bei 4 °C mit 12.000 x g. Das infolgedessen entstandene Pellet
wurde mit 1 ml 75 % Ethanol pro ml TRIzol gewaschen, kurz gevortext, fiir 5 min bei 4 °C mit
12.000 x g zentrifugiert sowie nach 5-10-miniitiger Lufttrocknung in 30 pul RNase-freiem Wasser
gelost und bei -80 °C gelagert.

2.2.2.2. Bestimmung der RNA-Konzentration

Zur Bestimmung der RNA-Konzentration wurden die Proben 1:100 verdiinnt und deren
Extinktion bei 260 nm ultraviolett (UV)-fotometrisch gemessen, woraus die Konzentration er-
mittelt werden kann. Durch eine zusétzliche Messung bei 280 nm und die Bestimmung des Quo-
tienten beider ermittelter Werte (260/280) kann auf die Qualitdt der Proben geschlossen werden.

Fiir diese Arbeit wurden ausschlieBlich Proben mit einem Quotienten > 1,6 verwendet.

2.2.2.3. DNase-Verdau

2 pg der isolierten RNA wurden bis zu einem Volumen von 8 pl mit RNase-freiem Wasser ver-
diinnt und mit 2 pl DNase sowie 1 pl DNase Puffer versetzt. Nach 30-miniitiger Inkubation bei
37 °C wurde 1 pl stop solution dazugegeben und fiir 10 min bei 65 °C inkubiert sowie im An-

schluss auf Eis gelagert.
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2.2.2.4. Umschreiben der RNA in komplementire DNA

Fiir den Schritt des Umschreibens der RNA in komplementire DNA (cDNA) mit Hilfe einer
reversen Transkriptase wurde die 13 pl Volumen umfassenden Probe nach dem DNase-Verdau
mit 1 pl Random Primer versetzt und 5 min bei 70 °C inkubiert. AnschlieBend wurde dem An-
satz ein Gemisch, bestehend aus 5 pl 5x M-MLV-Puffer, 1,25 pul 10 mM dNTP’s, 0,5 pl M-
MLV-Reverse Transkriptase, 0,75 pl Rnasin und 4,5 pl bidestilliertem Wasser hinzugegeben
und 60 min bei 37 °C inkubiert.

2.2.2.5. Quantitative Real Time Polymerase Chain Reaction

Die quantitative Real Time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) dient der Vervielfiltigung
von Nukleinsduren und gestattet die Moglichkeit der Echtzeitquantifizierung. Wie bei einer kon-
ventionellen PCR besteht der Vervielfaltigungszyklus bei einer RT-PCR aus den Schritten Dena-
turierung-Anlagerung (4Annealing)-Verlingerung (Elongation): Bei einer Temperatur von 90-95
°C werden doppelstringige DNA-Fragmente aufgeschmolzen, an die sich bei 55-60 °C zwei
synthetische, gegenldufig orientierte Oligonukleotide (Primer) an die jeweilige komplementare
Sequenz anlagern. Diese dienen einer, bei ca. 72 °C arbeitenden, hitzestabilen DNA-Polymerase
als Startpunkt zur Verlingerung der DNA-Fragmente. Durch 30-40-malige Wiederholung des
Zyklus® kann eine exponentielle Amplifikation der Fragmente erreicht werden. Im Rahmen der
RT-PCR werden verschiedene Methoden zur Detektion von DNA-Fragmenten verwendet.
Neben genspezifischen fluoreszenzmarkierten Hybridisierungs- oder Hydrolysierungssonden
kommen unspezifische, mit doppelstrangiger DNA in Wechselwirkung tretende, Farbstoffe zum
Einsatz. Ein diesbeziigliches Beispiel stellt der Farbstoff SYBR Green®™ dar, welcher in der klei-
nen Furche doppelstrangiger DNA interkaliert. Mit steigender Anzahl synthetisierter Fragmente
nimmt auch das Fluoreszenzsignal zu. Mit Hilfe von Schmelzkurvenanalysen und gelelektro-
phoretischen Untersuchungen kann eine Falsifikation erhobener Daten infolge unspezifischer
Primerdimere, in die sich der SYBR Green®-Farbstoff interkalieren kann, vermieden bzw. dessen
Auftreten vermindert werden (212).

Die Auswertung der ermittelten Daten kann u. a. mittels der A A cycle threshold (Ct)-Methode
vorgenommen werden. Hierbei erfolgt eine Normalisierung der Expression von Zielgenen mit
der eines nicht regulierten house keeping-Gens (z. B. 18 S-ribosomale RNA [rRNA]). Der Ct-

Wert gibt den Zyklus an, bei dem die gemessene Fluoreszenz erstmalig signifikant oberhalb der
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Hintergrundfluoreszenz ansteigt. Zur Berechnung des A Ct-Wertes zieht man den Ct-Wert des

Referenzgens vom Ct-Wert des Zielgens ab:

ACt= CtZielgen - CtReferenzgen

AnschlieBend subtrahiert man den A Ct-Wert der Kontrollgruppe vom A Ct-Wert der Behand-
lungsgruppe und erhélt den A A Ct-Wert:

A A Ct = A CtBehand]ung - A CtKontrolle

Durch Berechnung von 2 ~ 44
Gruppen (213).

In der vorliegenden Arbeit wurde im Rahmen der RT-PCR eine 96-Well-Platte verwendet. Pro

erhédlt man das Verhéltnis der Genexpression zwischen beiden

Well erfolgte die Pipettierung von 10 pl der zuvor auf eine Konzentration von 2 ng/ul verdiinn-
ten cDNA-Proben. AnschlieBend wurden pro Well 20 ul des PCR-Mastermixes, bestehend aus
15 pl SYBR Green®™ Housemix (Zusammensetzung s. 0.), jeweils 0,6 pl 10 mM sense/antisense
Primer, 0,075 pl 5 U/ul Tag-Polymerase und 3,725 pul bidestilliertes Wasser zu einem Gesamt-
volumen von 30 pul/Well hinzugegeben. Als Referenzgen diente bei allen Messungen die Expres-
sion der 18 S-rRNA. Im Anschluss wurde die 96-Well-Platte mit einer durchsichtigen Folie be-
klebt und 4 min bei 4 °C mit 4.000 x g zentrifugiert. Nach Uberfiihrung der Platte in den
Thermocycler und der Einstellung des folgenden Temperaturprofils erfolgte der Beginn des ent-

sprechenden Reaktionszyklus*:

94 °C fiir 5 Minuten

94 °C fiir 30 Sekunden
60 °C fiir 30 Sekunden
72 °C fiir 40 Sekunden
30-40fache Wiederholung
72 °C fiir 10 Minuten

4 °C bis zur weiteren Bearbeitung

Pro Ansatz erfolgte eine dreimalige Messung. Zusétzlich wurde im Sinne einer Negativkontrolle
eine Wasserprobe durchgefiihrt, die anstelle der cDNA ein entsprechendes Volumen
bidestilliertes Wasser enthielt. Zur Auswertung wurde die oben beschriebene A A Ct-Methode
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herangezogen. Nach Berechnung der entsprechenden Expressionsverhiltnisse (2 ~** ") wurden
die Werte arithmetisch gemittelt sowie auf einen standardisierten Mittelwert der Kontrolle nor-

malisiert und in Prozent angegeben.

2.2.3. Methoden der Immunfluoreszenzzytochemie

2.2.3.1. Anfertigung von Kryoschnitten

Fir die Anfertigung von Kryoschnitten wurden die bei -80 °C gelagerten Proben in einen
Schnellschnitt-Kryostaten (Leica CM 1900, Leica Microsystems. Wetzlar, D) {iberfiihrt und auf
eine Objektplatte aufgefroren. Nach Einsetzen in den Probehalter wurden Schnitte (mit einem
Abstand zum Bregma von ca. — 1 mm) von mit einer Schichtdicke von 7 um bei einer Kiihl-
kammertemperatur von -17 °C angefertigt und auf einen warmen Objekttrager aufgebracht.
Hiernach schlossen sich eine Lufttrocknung sowie eine Fixierung der Schnitte fiir 10 min in ge-
kiihltem Aceton (-17 °C) an. Als letzter Schritt erfolgte die Lagerung der Objekttrager bei -20
°C.

2.2.3.2. Firbung der Schnitte mittels Himatoxylin-Eosin

Vor Anfertigung immunfluoreszenzzytochemischer Firbungen wurden Ubersichtsfirbungen mit

Héamatoxylin-Eosin (HE) fiir jede Probe hergestellt. Als Grundlage diente folgendes Protokoll:

Destilliertes Wasser 15s
Hématoxylin 30s
Wasser 30s
Wasser 30s
70 % Ethanol 15s
Eosin 5s

95 % Ethanol 15s
95 % Ethanol 15s
100 % Ethanol 15s
100 % Ethanol 15s
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Xylol 60 s
Nach Lufttrocknung erfolgte das Aufbringen eines Deckgldschens unter Verwendung eines

Entellan®-Tropfens.

2.2.3.3. Immunfluoreszenzfirbungen

2.2.3.3.1. Nissl-Fluoreszenzfirbung mittels NeuroTraceTM

Die Nissl-Substanz, beschrieben durch Franz Nissl, setzt sich aus ribosomaler RNA zusammen,
die mit dem rauen endoplasmatischen Retikulum assoziiert ist und befindet sich insbesondere in
den neuronalen Perikarya.

Im Allgemeinen basiert die konventionelle Nissl-Farbung auf einer Interaktion zwischen basi-
schen Farbstoffen wie Cresylviolett, Thionin, Toluidinblau, Methylenblau oder Anilin und
Nukleinsduren. Dabei werden sowohl DNA in den Zellkernen, als auch RNA des rauen endo-
plasmatischen Retikulums angefdrbt. Aufgrund der hochgradigen Proteinsynthese in Neuronen
und der damit verbundenen groflen Menge an rauem endoplasmatischen Retikulum, koénnen mit
Hilfe dieser Methode spezifisch Neuronen angefarbt werden und als Marker vitaler Neuronen
sowie deren physiologischen Zustand dienen (214).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde folgendes Protokoll erstellt:

Schnitte 40 min in phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) waschen
Schnitte 10 min in PBS + 0,1 % Triton X-100 waschen

Schnitte 2 x 5 min in PBS waschen

Schnitte mit einem Liquidblocker umranden

NeuroTrace™ 1 : 50 verdiinnen und ca. 150 pl/Schnitt geben

30 min bei Raumtemperatur inkubieren

Schnitte 10 min in PBS + 0,1 % Triton X-100 waschen

Schnitte 2 x Smin in PBS waschen

A e R I e

Schnitte 2 h bei Raumtemperatur in PBS waschen

Nach Abschluss des Protokolls wurde auf die Schnitte je ein Tropfen nicht fluoreszierendes
Hydromount-Medium gebracht und mit einem Deckgldschen versehen. Die Lagerung erfolgte

lichtgeschiitzt bei 4 °C.
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2.2.3.3.2. Fluoreszenzfirbung mit 4’,6-Diamidino-2-phenylindol

Durch Anlagerung an Adenin-Thymin-reichen Regionen in der kleinen Furche der DNA bildet
4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) einen fluoreszierenden Komplex mit einem Absorptions-
maximum bei einer Wellenlinge von 358 nm und einem Emissionsmaximum bei 461 nm. Bei
Anregung mit UV-Licht zeichnet sich DAPI durch eine blaue Farbe aus. Ferner interkaliert die-
ser Farbstoff mit RNA, jedoch liegt das Emissionsspektrum unter diesen Bedingungen in
hoheren Wellenldngenbereichen. Zudem ist die entstehende Fluoreszenz wesentlich schwicher
als bei der Anregung DNA-gebundenen Farbstoffs (216, 215).

Fiir die Farbung von Schnitten wurde der bestehende DAPI-Stock 1:1000 verdiinnt und an-
schliefend ca. 150 pl auf einen Schnitt gegeben. Nach 10-miniitiger Inkubationszeit bei Raum-
temperatur wurden die Objekttrdger 3 mal fiir 10 min in PBS gewaschen und unter der Verwen-
dung von nicht fluoreszierendem Hydromount-Medium mit einem Deckglidschen bedeckt. Die

Lagerung erfolgte lichtgeschiitzt bei 4 °C.

2.2.3.3.3. Immunfluoreszenzfirbung mittels Antikérpern

Ziel immunhistochemischer Farbungen ist es, Antigene, z. B. in Geweben, durch spezifische
Antikorper sichtbar zu machen. Der dabei verwendete Antikdrper, zumeist Immunglobulin G
(IgG), bindet an das gesuchte Epitop und kann mittels verschiedener Detektormethoden sichtbar
gemacht werden. Zu den am haufigsten eingesetzten Mitteln zdhlen Enzyme, z. B. Peroxidasen,
alkalische Phosphatasen oder Glucoseoxidasen, die bei Anwesenheit eines spezifischen Substra-
tes und eines Chromogens die Bildung eines Farbstoffes an der Stelle der Antikorperreaktion
katalysieren. Daneben werden fluoreszierende Stoffe und Metalle verwendet. Unterschieden
werden 2 Methoden der Detektion: bei der direkten Methode wird der spezifische Antikdrper mit
einem Reportermolekiil gekoppelt. Zur Verfiigung stehen u. a. Fluorochrome, Enzyme und
Biotin. Demgegeniiber steht die indirekte Methode. Dabei wird dem spezifischen Antikérper
(Primédrantikorper) ein zweiter, gegen den PrimdrantikOrper gerichteter, Antikorper (Sekundér-
antikorper) zugesetzt. Letzterer ist wiederum mit einem Reportermolekiil gekoppelt. Durch die
Verwendung eines gekoppelten Sekundérantikorpers konnen intensivere Signale generiert wer-
den, da pro gebundenem Primérantikdrper zwei Sekundarantikorper binden. Somit ist es moglich
auch geringe Mengen an Antigen zu detektieren (217). Fiir die im Folgenden beschriebene

immunhistochemische Methode wurden Sekundirantikdrper verwendet, die an das Fluorochrom
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Cy3 (Emissionsmaximum: 571 nm) gekoppelt sind und bei Anregung mit UV-Licht fluores-
zieren.

Zu Beginn wurden die Schnitte 3 mal in PBS gewaschen (1 x 10 s, 2 x 5 min) und anschlieBend
mit einem Liquidblockerstift umrandet. AnschlieBend erfolgte das Aufbringen von 150 ul 5 %-
igem Donkey Blocking Serum (DBS) pro Schnitt. Nach einer 20-miniitigen Inkubationszeit bei
Raumtemperatur wurde der Primédrantikdrper in 5 %-igem DBS 1:50 verdiinnt und pro Schnitt
150 ul des Primarantikorpers pipettiert. Uber Nacht wurden die Schnitte bei 4 °C inkubiert und
im Anschluss 3 mal in PBS gewaschen (1 x 10 s, 2 x 5 min). Im Folgenden wurde der Sekundir-
antikorper 1 : 100 in 5 %-igem DBS verdiinnt und je 150 pul auf jeden Schnitt gegeben und 1 h
bei Raumtemperatur lichtgeschiitzt inkubiert. Im Rahmen jeder Farbung erfolgte ebenso die An-
fertigung einer Negativkontrolle. Hierzu wurden anstelle des Primérantikorpers 150 pnl DBS pro
Schnitt pipettiert. Die iibrigen Schritte glichen dem hier beschriebenen Protokoll.

Nach 3-maligem Waschen in PBS (1 x 10 s, 2 x 5 min) erfolgte auf den gleichen Schnitten die
Féarbung mittels DAPI gemil dem oben beschriebenen Protokoll. Sdmtliche Inkubationen wur-

den in einer Feuchtkammer durchgefiihrt.

2.2.3.3.4. Auswertung der Fluoreszenzfirbungen

Zu Beginn wurden die HE-Féarbungen der Schnitte in 5- und 10-facher VergroBerung lichtmikro-
skopisch untersucht und die Infarktregionen lokalisiert. In der periventrikuldren Penumbra wurde
in der Fluoreszenzfirbung mittels NeuroTrace™ die Anzahl der Neuronen in 10-facher Ver-
grofBerung ermittelt und zuvor das jeweilige Bild gespeichert. In gleicher Weise erfolgte das Pro-
zedere auf der zum Schlaganfall kontralateralen, dem Bereich der periventrikuldren Penumbra

entsprechenden, Region (siche Abb. 2-3.).
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Abbildung 2-3. Reprisentative MRT-Aufnahme eines infarzierten Ge-

hirns. Die untersuchten Areale wurden markiert.

Bei der Auswertung der Antikorper-abhidngigen Farbungen wurden 2 Regionen der zum Schlag-
anfall ipsilateralen periventrikuldren Penumbra in 20-facher Vergroferung abfotografiert und im
Anschluss sowohl die Antigen-positiven Zellen, als auch die Zellen in der DAPI-Féarbung ge-
zahlt. In gleicher Weise wurden die Daten in den korrespondierenden Regionen der kontralatera-
len Seite erhoben. Aus den Summen der beiden ausgezidhlten Regionen wurde jeweils das arith-

metische Mittel bestimmt. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte bei jeder Farbung verblindet.

2.2.4. Methoden der Statistik

Alle Werte sind als Mittelwerte (MW) angegeben. Fehlerindikatoren in den Diagrammen geben
die Standardfehler der Mittelwerte an (SEM). Die statistische Auswertung der Daten erfolgte
mittels des studentischen T-Tests. Verwendet wurden zweiseitige T-Tests vom Typ 2 (ungepaart,

gleiche Varianz). Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 wurde als signifikant gewertet.
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3. Ergebnisse

3.1. Ergebnisse der tierexperimentellen Versuche

3.1.1. Ergebnisse der Pilotstudie zur Dosisfindung

3.1.1.1. Bestimmung der Angiotensin I- und Angiotensin II-Konzentrationen

Vor Beginn der eigentlichen Experimente erfolgte im Rahmen der Pilotstudie die Bestimmung
jener Ang I- und Ang II-Konzentrationen, die eine dquivalente Aktivierung des RAS und eine
damit einhergehende Erhohung des mittelarteriellen Drucks (MAP) bewirken. Nach intravendser
Gabe von Ang II (50 ng/kg KG) sowie verschiedener Dosen von Ang I (50, 100, 150 ng/kg KQG)
als Bolus wurde die Anderung des MAP nach 5, 15, 30, 60 und 90 min gemessen.
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Abbildung 3-1. Grafische Darstellung der Anderung des MAP zu verschiedenen Zeitpunkten nach Gabe verschiedener
Dosen von Ang I (n =7 pro Gruppe) und Ang II (n = 7); Angabe in mmHg; *p < 0,05 vs. Ang II 50 ng/kg
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Anhand der Darstellung in Abb. 3-1. ist zu erkennen, dass die Ang [-Konzentration von 150
ng/kg KG eine anndhernd gleiche Steigerung des MAP bewirkt, die durch Injektion von 50 ng/kg
KG Ang II hervorgerufen wird. Bei Verwendung geringerer Dosen von Ang I zeigen sich signi-
fikant geringere Anderungen des MAP im Vergleich zur Gabe von 50 ng/kg KG Ang II. In den
nachfolgenden Untersuchungen wurden, auf diesen Ergebnissen basierend, mit einer Ang I-
Konzentration von 150 ng/kg KG sowie, im Falle der Verwendung von Ang II, mit einer Kon-

zentration von 50 ng/kg KG gearbeitet.

3.1.1.2. Bestimmung der Telmisartan-Konzentration

Zur Bestimmung der zu verwendenden Telmisartan-Konzentration wurden verschiedene Dosie-
rungen vor der Injektion von 50 ng/kg KG Ang Il subkutan appliziert und die Verdnderung des
MAP zu den Zeitpunkten 5, 15, 30, 60 und 90 min gemessen.
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Abbildung 3-2. Grafische Darstellung der Anderung des MAP zu verschiedenen Zeitpunkten nach Gabe verschiedener
Dosen von Telmisartan (n = 5 pro Gruppe) und 0,9 % NaCl (n = 5) vor Applikation von 50 ng/kg KG Ang II; Angabe in
mmHg

In Abb. 3-2. ist unter der Gabe von 3 sowie 1 mg/kg KG Telmisartan eine vollstandige Unter-
driickung der durch Ang II hervorgerufenen Steigerung des MAP nach 60 respektive 90 min zu




Ergebnisse

erkennen. Eine nahezu vollstindige Aufhebung des MAP-Anstiegs nach Ang II-Gabe kann eben-
falls nach der Testdosis von 0,5 mg/kg KG beobachtet werden. Dagegen zeigt sich bei Injektion
von 0,1 mg/kg KG des Pharmakons nur eine unvollstindige Unterdriickung. In der Kontroll-
gruppe finden sich keine Verdnderungen des gesteigerten MAP. Fiir den weiteren Verlauf der
Studie wurde die geringste Telmisartan-Testdosis gewéhlt, die noch eine Unterdriickung hervor-

rufen kann (0,5 mg/kg KG).

3.1.1.3. Bestimmung der Ramipril-Konzentration

Analog zur Bestimmung der Telmisartan-Konzentration erfolgte vor der Gabe von Ang I die
Injektion verschiedener Ramipril-Dosierungen mit nachfolgender Bestimmung der Anderung des

MAP nach 5, 15, 30, 60 sowie 90 min.
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Abbildung 3-3. Grafische Darstellung der Anderung des MAP zu verschiedenen Zeitpunkten nach Gabe verschiedener
Dosen von Ramipril (n = 6 pro Gruppe) und 0,9 % NaCl (n = 7) vor Applikation von 150 ng/kg KG Ang I; Angabe in
mmHg

Nach 90 min ist in Abb. 3-3 eine fast vollstindige Unterdriickung der Steigerung des MAP durch
Ang I bei der Gabe von 0,1, 0,03 sowie 0,01 mg/kg KG Ramipril festzustellen. Dagegen findet
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sich in der Gruppe mit 0,001 mg/kg KG eine unvollstdndige Normalisierung der Ang I-Antwort.
Mit NaCl behandelte Tiere zeigen keine Inhibition des MAP-Anstiegs. Als optimale Behand-
lungsdosis wurde die geringste, noch einen Effekt auf die Authebung des MAP-Anstiegs haben-
de, Konzentration von 0,01 mg/kg KG gewihlt.

3.1.1.4. Bestimmung der Konzentration in der Kombinationsbhehandlungsgruppe

Nach Auswahl der geeigneten Einzeldosen wurde tiberpriift, ob auch eine Kombinationstherapie
mit Telmisartan und Ramipril in den jeweiligen Einzeldosen eine Unterdriickung der Blutdruck-
antwort nach Ang I-sowie Ang II-Gabe hervorruft. Dazu wurde, den Untersuchungen fiir die
Einzeldosen entsprechend, vorgegangen und die Anderung des MAP nach Applikation des je-

weiligen Angiotensins zu verschiedenen Zeiten gemessen.
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Abbildung 3-4. Grafische Darstellung der Anderung des MAP zu verschiedenen Zeitpunkten nach Gabe von Ang I +
0,9 % NaCl (n =6), Ang IT + 0,9 % NaCl (n =5), Ang I + 0,5 mg/kg KG Telmisartan + 0,01 mg/kg KG Ramipril (n =
4) und Ang I + 0,5 mg/kg KG Telmisartan + 0,01 mg/kg KG Ramipril (n = 4); Angabe in mmHg

Die Kombinationsbehandlung zeigt in Abb. 3-4. sowohl nach Gabe von Ang I (60 min), als auch
nach Ang II (90 min) eine vollstandige Unterdriickung der durch die Angiotensine verursachten

Anstiege des MAP. Im Vergleich dazu fehlt in den 0,9 % NaCl-Gruppen eine diesbeziigliche
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Wirkung. Im Rahmen der folgenden Experimente wurde fiir die Kombinationstherapie eine Do-

sierung von 0,5 mg/kg KG Telmisartan + 0,01 mg/kg KG Ramipril gewéhlt.

3.1.1.5. Messung der Anderung des mittelarteriellen Drucks nach Renin-Angiotensin-

System-Blockade iiber 24 h

Voraussetzung fiir die Hauptstudie war eine, liber 24 h anhaltende, Blockierung des RAS. Zu
diesem Zweck wurden innerhalb der mit den Einzeldosen behandelten Gruppen sowie in den
Ang I-bzw. Ang II-Kontrollgruppen die Anderungen des MAP zu den Zeitpunkten 3, 6, 10 und

24 h nach Applikation des jeweiligen Angiotensins ermittelt.
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Abbildung 3-5. Grafische Darstellung der Anderung des MAP zu verschiedenen Zeitpunkten nach Gabe von Ang I + 0,9 %
NaCl (n =4), Ang I + Ramipril 0,01 mg/kg/d (n =3), Ang II + 0,9 % NaCl (n =4) und Ang II + Telmisartan 0,5 mg/kg/d (n =
4); Angabe in mmHg; * p <0,05 vs. Ang I + NaCl, #p < 0,05 vs. Ang II + 0,9 % NaCl

In Abb. 3-5. findet sich in der Telmisartan-Behandlungsgruppe zu jedem der Messzeitpunkte
eine signifikante Unterdriickung der MAP-Steigerung. Demgegeniiber steigt die Anderung des
MAP zum Messpunkt 24 h in der Ramipril-Behandlungsgruppe wieder an, es besteht keine sig-
nifikante Inhibition der Blutdruckantwort mehr. Im Folgenden wurde die Dosis von 0,01 mg/kg
KG zweimal tiglich zu einer Gesamtdosis von 0,02 mg/kg KG gegeben. Ferner wurde eine

zweite Behandlungsgruppe mit Ramipril in Aquivalentdosis (0,2 mg/kg KG) eingefiihrt.
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3.1.1.6. Bestimmung des mittelarteriellen Drucks im Rahmen der Middle Cerebral Artery

Occlusion

Eine weitere Voraussetzung fiir die Hauptstudie war eine fehlende Blutdrucksenkung durch die
Medikation vor, wiahrend und nach der Schlaganfallsimulation. Hierfiir wurde der MAP vor der
MCAO, wihrend der Narkose, der 90-miniitigen GefidBokklusion der A. cerebri media sowie der

Reperfusionsphase gemessen.
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Abbildung 3-6. Grafische Darstellung des MAP zu verschiedenen Zeitpunkten der Schlaganfallsimulation. Untersuchung
innerhalb der Behandlungsgruppen MCAO + Telmisartan 0,5 mg/kg/d (n = 5), MCAO + Kombination 0,5/0,02 mg/kg/d (n
= 3), MCAO + 0,9 % NaCl (n = 7), MCAO + Ramipril 0,02 mg/kg/d (n = 5) und MCAO + Ramipril 0,2 mg/kg/d (n = 5);
Angabe in mmHg; *p < 0,05 vs. MCAO + 0,9 % NaCl

Wie in Abb. 3-6. ersichtlich, bestehen zwischen der Kontrollgruppe und den Behandlungsgrup-
pen mit 0,5 mg/kg/d Telmisartan, 0,02 mg/kg/d Ramipril sowie der Kombinationstherapie zu
keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede der ermittelten Werte fiir den MAP. Dagegen zeigt
die Kurve der Behandlungsgruppe mit 0,2 mg/kg/d Ramipril zu jedem Zeitpunkt eine signifi-
kante Senkung des MAP im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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3.1.2. Ergebnisse der Hauptstudie im Rahmen der Middle Cerebral Artery Occlusion-

Versuche

3.1.2.1. Darstellung der intrakraniellen Gefifle vor, wihrend und nach der Middle

Cerebral Artery Occlusion

Zur Darstellung der intrakraniellen, intrazerebralen Gefdlle und Visualisierung des Erfolges der
Schlaganfallsimulation - der okkludierten A. cererbri media - erfolgten Angiografieauthahmen
mittels eines 7-T-Kleintier-MRT. Abb. 3-7. zeigt reprédsentative Aufnahmen vor, wéhrend und
nach der MCAO, das zu verschlieBende Gefa3 (4. cererbri media) ist mit einem weillen Kreis

markiert.

vor MCAO wihrend MCAO nach MCAO

Abbildung 3-7. reprisentative Aufnahmen einer MR-Angiografie vor, wihrend und nach MCAO; die

weille Markierung zeigt die A. cerebri media; Ansicht von kranial

Auf den Aufnahmen ist vor der MCAO eine regelrecht perfundierte 4. cerebri media zu erken-
nen. Wéhrend der MCAO ist eine Unterbrechung der Gefa3darstellung zu sehen und entspricht
einem Verschluss dieses Gefalles. Nach dem Ende der MCAO, bei dem der okkludierende Faden
entfernt wurde, ist wieder ein normal perfundiertes Gefil im Sinne einer erfolgreichen

Reperfusion zu sehen.
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3.1.2.2. Messung des zerebralen Blutflusses

Mit Hilfe einer faseroptischen Sonde wurde im Rahmen der MCAO der zerebrale Blutfluss ge-
messen. Eine Abnahme auf weniger als 25 % des Ausgangswertes wurde dabei als erfolgreichen
Verschluss des Gefiales gewertet und galt als Ausschlusskriterium. In Abb. 3-8. ist der CBF vor,

wihrend und nach der Schlaganfallsimulation dargestellt.
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Abbildung 3-8. Grafische Darstellung des zerebralen Blutflusses vor, wihrend und nach MCAO. Untersuchung innerhalb
der Behandlungsgruppen MCAO + 0,9 % NaCl (n = 12), MCAO + Telmisartan 0,5 mg/kg/d (n = 13), Ramipril 0,02
mg/kg/d (n=11), MCAO + Ramipril 0,2 mg/kg/d (n=11) und MCAO + Kombination 0,5/0,02 mg/kg/d (n = 8); Angabe in
%, *p <0,05 vs. jeweilige Behandlungsgruppe vor MCAO

Innerhalb jeder Behandlungsgruppe ist wahrend des induzierten Gefd3verschlusses eine signifi-
kante Senkung des CBF unter 25 % des Ausgangswertes zu sehen. Nach Reperfusion steigt der
CBF wieder auf Werte zwischen 82 und 95 % an. Des Weiteren gibt es zwischen den einzelnen

Behandlungsgruppen in keiner der drei Phasen einen signifikanten Unterschied.

3.1.2.3. Perioperative Messung diverser klinisch-chemischer Parameter im gemischt-

venosen Blut
Perioperativ erfolgten im Rahmen der MCAO Blutentnahmen aus den retrobulbdren Venen-

plexus der Ratten zur blutgasanalytischen Untersuchung von Sauerstoffpartialdruck (paO,), Koh-

lenstoffdioxidpartialdruck (paCO,), pH-Wert, Glucosekonzentration, H&matokrit, Na'-
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Konzentration und K'-Konzentration. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Tabelle 3-1.
zusammengefasst. Dabei zeigt sich bei den untersuchten Parametern weder zwischen den Be-
handlungsgruppen, die einer MCAO unterzogen wurden, und den scheinoperierten Tieren, noch

zwischen den Behandlungsgruppen selbst ein signifikanter Unterschied.

Tabelle 3-1. Ubersicht iiber die blutgasanalytisch erhobenen Parameter innerhalb der verschiedenen Behandlungsgruppen; n
=38

Parameter Schein- MCAOQO-Behandlungsgruppen

operiert

paO, [mmHg] 79,47 87,55 85,35 81,98 79,21 83,23
pH-Wert 7,1 7,07 7,05 7,01 7,05 7,03
Glucose [mM] | B
Hamatokrit [%] ? 42,03 40,95 42,33 42,28 42,11
NaTmM] [EC R RO R
K" [mM] 5,* 5,3 5,2 4,79 4,9 4,58

3.1.2.4. Bestimmung des Korpergewichts 48 h nach Middle Cerebral Artery Occlusion

Vor sowie 48 h nach tempordrem Verschluss der 4. cerebri media wurde das Korpergewicht der
Ratten gemessen. Diese Anderungen des Kdrpergewichts sind in Abb. 3-9. dargestellt, anhand
derer festzustellen ist, dass das Gewicht der scheinoperierten Tiere signifikant im Vergleich zur
mit 0,9 % NaCl behandelten Gruppe zunimmt, ebenso ist diese signifikante Tendenz in den
MCAO-Behandlungsgruppen mit Telmisartan 0,5 mg/kg/d und der Kombinationstherapie zu
sehen. Dagegen zeigen die iibrigen Behandlungsgruppen mit 0,9 % NaCl und der beiden

Ramipril-Dosen einen Gewichtsverlust zwischen 20 und 32 g.
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Abbildung 3-9. Grafische Darstellung der Korpergewichtsverdanderung nach MCAO. Untersuchung in-
nerhalb der scheinoperierten Tiere (n = 8) sowie den Behandlungsgruppen MCAO + 0,9 % NaCl (n=11),
MCAO + Telmisartan 0,5 mg/kg/d (n = 13), Ramipril 0,02 mg/kg/d (n = 15), MCAO + Ramipril 0,2
mg/kg/d (n = 7) und MCAO + Kombination 0,5/0,02 mg/kg/d (n = 8): Angabe in g; *p < 0,005 vs.
MCAO + 0,9 % NaCl

3.1.2.5. Darstellung und Bestimmung der absoluten und relativen Infarktvolumina

Mit Hilfe eines 7-T-Kleintier-MRT wurden 48 h nach Induktion des Schlaganfalls die Infarkt-
volumina gemessen. Abb. 3-10 zeigt reprasentative MRT-Aufnahmen eines Tieres mit Schlagan-
fall sowie die eines scheinoperierten Tieres. Auf der linken T2-gewichteten Aufnahme stellt sich
der Infarkt aufgrund des durch den Schlaganfall hervorgerufenen Begleitodems als hyperintenses
Areal dar. Ein derartiges Korrelat eines Infarkts fehlt in der rechten Aufnahme eines schein-

operierten Tieres.
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Abbildung 3-10. repréisentative Aufnahmen eines MRT des Kopfes bei Ratten mit MCAO-Eingriff (links) und

einer Scheinoperation (rechts); Ansicht von kaudal

Durch Nutzung der unter 2.2.1.7. beschriebenen Software wurde fiir jedes Tier das

Schlaganfallvolumen berechnet. In Abb. 3-11. sind die ermittelten Volumina wiedergegeben.
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Abbildung 3-11. Grafische Darstellung der absoluten Infarktvolumina nach MCAO. Un-
tersuchung innerhalb der Behandlungsgruppen MCAO + 0,9 % NaCl (n = 11), MCAO +
Telmisartan 0,5 mg/kg/d (n = 13), Ramipril 0,02 mg/kg/d (n = 15), MCAO + Ramipril 0,2
mg/kg/d (n="7) und MCAO + Kombination 0,5/0,02 mg/kg/d (n = 8); Angabe in mm’

Dabei findet sich kein signifikanter Unterschied zwischen allen Behandlungsgruppen. Dennoch
lasst sich eine Tendenz der Infarktvolumenreduktion in der Telmisartan- und der Kombinations-
therapiegruppe im Vergleich zu der mit dem Vehikel behandelten Gruppe erkennen. Im Gegen-

satz dazu zeigt die Vorbehandlung mit Telmisartan sowie der Kombination bei Betrachtung der

67



Ergebnisse

relativen Schlaganfallvolumina, bezogen auf das Korpergewicht 48 h nach MCAO, eine signifi-
kante Verringerung des Schlaganfallvolumens im Vergleich zur 0,9 % NaCl-
Behandlungsgruppe. Dabei ist im Falle der Telmisartan-Behandlung eine Reduktion um ca. 54
%, im Falle der Kombinationsbehandlung eine Verringerung um ca. 50 % zu beobachten. Abb.

3-12. gibt den dargelegten Sachverhalt wieder.
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Abbildung 3-12. Grafische Darstellung der relativen Infarktvolumina bezogen auf das Kor-
pergewicht nach MCAO. Untersuchung innerhalb der Behandlungsgruppen MCAO + 0,9 %
NaCl (n = 11), MCAO + Telmisartan 0,5 mg/kg/d (n = 13), Ramipril 0,02 mg/kg/d (n = 15),
MCAO + Ramipril 0,2 mg/kg/d (n = 7) und MCAO + Kombination 0,5/0,02 mg/kg/d (n = 8):
Angabe in mm*/g %; *p < 0,05 vs. MCAO + 0,9 % NaCl

3.1.2.6. Evaluierung der neurologischen Defizite

24 und 48 h nach Okklusion der 4. cerebri media erfolgte die Einschitzung des neurologischen
Schadens nach einer von Garcia et al. (211) entwickelten Bewertungsskala, die neben der allge-
meinen Spontanaktivitit die Symmetrie der Gesamtbewegung sowie der Vorderpfoten, das Klet-
tern am Stahlgitter des Kéfigs und der Reaktion der Tiere auf Beriihrung des Rumpfes sowie der
Sinushaare untersucht. Der maximal erreichbare Punktwert von 18 impliziert einen fehlenden

neurologischen Schaden. Abb. 3-13. stellt die erhobenen Daten dar.
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Abbildung 3-13. Grafische Darstellung der Mittelwerte der neurologischen Bewertungsskala 24 und 48 h nach MCAO.
Untersuchung innerhalb der scheinoperierten Tiere (n = 8) sowie den Behandlungsgruppen MCAO + 0,9 % NaCl (n =
11), MCAO + Telmisartan 0,5 mg/kg/d (n = 13), Ramipril 0,02 mg/kg/d (n = 15), MCAO + Ramipril 0,2 mg/kg/d (n=7)
und MCAO + Kombination 0,5/0,02 mg/kg/d (n = 8): Angabe in absoluten Punktwerten; *p <0,05 vs. Sham zum jeweili-
gen Untersuchungszeitpunkt, #p < 0,05 vs. MCAO + 0,9 % NaCl zum jeweiligen Untersuchungszeitpunkt

Basierend auf den ermittelten Daten lésst sich feststellen, dass die scheinoperierten Tiere zu bei-
den Zeitpunkten Punktmittelwerte zwischen 16 und 18 erreichen. Im Vergleich zu den schein-
operierten Tieren zeigen simtliche MCAO-Behandlungsgruppen signifikant niedrigere Punkt-
werte. Weiterhin féllt auf, dass durch eine Vorbehandlung mit Telmisartan sowie der Kombina-
tion zu beiden Zeitpunkten ein signifikant besserer Punktwert, im Mittel 3-5 Punkte, im Ver-
gleich zu der mit 0,9 % NaCl vorbehandelten Gruppe erreicht wird.

3.2. Ergebnisse der in vitro-Versuche

3.2.1. Ergebnisse der Genexpressionsuntersuchungen mittels RealTime-Polymerase-Chain-

Reaction

Zur Untersuchung der Expression verschiedener Marker wurden die Gehirne, wie unter 2.2.1.9
sowie 2.2.2. beschrieben, entnommen und aufgearbeitet. Nach dem Umschreiben der mRNA in
cDNA erfolgte die quantitative RT-PCR mit den spezifischen Primern und simultaner Messung
der 18 S-rRNA. Anschliefend wurden die erhobenen Daten auf die Expression der 18 S-rRNA

bezogen.

69



Ergebnisse

3.2.1.1. Untersuchung der Interleukin-6-Expression nach Middle Cerebral Artery Occlusion

Fiir die Untersuchung proinflammatorischer Marker nach MCAO erfolgte die Bestimmung der
Il-6-messanger-RNA (mRNA)-Expression in oben beschriebener Weise. Das Resultat gibt Abb.
3-14. wieder.
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Abbildung 3-14. Grafische Darstellung der relativen Genexpression von I1-
6, normalisiert auf 18 S-rRNA. Untersuchung innerhalb der Behandlungs-
gruppen MCAO + 0,9 % NaCl (n = 8), MCAO + Telmisartan 0,5 mg/kg/d
(n = 8), Ramipril 0,02 mg/kg/d (n = 8) und MCAO + Kombination 0,5/0,02
mg/kg/d (n = 6): Angabe in %; *p < 0,05 vs. MCAO + 0,9 % NaCl

Dabei ist zu erkennen, dass die MCAO-Kombinationstherapiegruppe eine signifikante Vermin-
derung der II1-6-Expression zeigt im Vergleich zu der mit dem Vehikel behandelten Gruppe. Die

iibrigen Behandlungsgruppen zeigen keine signifikanten Verdanderungen.

3.2.1.2. Untersuchung der Tumor-Nekrose-Faktor a-Expression nach Middle Cerebral

Artery Occlusion

Als weiterer proinflammatorischer Marker wurde TNF-a auf dessen Expression untersucht. Wie
in Abb. 3-15. zu sehen, ergab die Betrachtung ein dhnliches Expressionsmuster wie das der I1-6-
Untersuchung: eine signifikante Verringerung der TNF-a-Expression in der Kombinationsthera-
piegruppe im Vergleich zu der mit dem Vehikel behandelten Gruppe. Auch hier waren keine

signifikanten Unterschiede zwischen den {ibrigen Behandlungsgruppen festzustellen.
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Abbildung 3-15. Grafische Darstellung der relativen Genexpression von
TNF-0, normalisiert auf 18 S-rRNA. Untersuchung innerhalb der Behand-
lungsgruppen MCAO + 0,9 % NaCl (n = 8), MCAO + Telmisartan 0,5
mg/kg/d (n = 8), Ramipril 0,02 mg/kg/d (n = 8) und MCAO + Kombination
0,5/0,02 mg/kg/d (n = 6): Angabe in %; p < 0,05 vs. MCAO + 0,9 % NaCl

3.2.1.3. Untersuchung der Brain Derived Neurotrophic Factor-Expression nach Middle

Cerebral Artery Occlusion

Im Rahmen der Untersuchung neuroprotektiver Marker erfolgte die Bestimmung der Expression
von BDNF als einen Vertreter der Neurotrophine. Anhand der in Abb. 3-16. dargestellten Daten
ist zu erkennen, dass es keinen signifikanten Unterschied zwischen den einzelnen Behandlungs-

gruppen seitens der BDNF-Expression gibt.
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Abbildung 3-16. Grafische Darstellung der relativen Genexpression von

BDNF, normalisiert auf 18 S-rRNA. Untersuchung innerhalb der Behand-
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lungsgruppen MCAO + 0,9 % NaCl (n = 8), MCAO + Telmisartan 0,5
mg/kg/d (n = 8), Ramipril 0,02 mg/kg/d (n = 8) und MCAO + Kombination
0,5/0,02 mg/kg/d (n = 6): Angabe in %

3.2.1.4. Untersuchung der Tyrosinkinase B-Expression nach Middle Cerebral Artery

Occlusion

Einer der Rezeptoren des BDNF, TrkB, wurde als weiterer Bestandteil des Neurotrophinsystems
untersucht. Dabei zeigte sich analog zur BDNF-Expression kein signifikanter Unterschied

zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen. Abb. 3-17. gibt diesen Sachverhalt wieder.
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Abbildung 3-17. Grafische Darstellung der relativen Genexpression von
TrkB, normalisiert auf 18 S-rRNA. Untersuchung innerhalb der Behandlungs-
gruppen MCAO + 0,9 % NaCl (n = 8), MCAO + Telmisartan 0,5 mg/kg/d (n
= 8), Ramipril 0,02 mg/kg/d (n = 8) und MCAO + Kombination 0,5/0,02
mg/kg/d (n = 6): Angabe in %

3.2.2. Ergebnisse der Immunfluoreszenzfirbungen

3.2.2.1. Ergebnisse der Nissl-Fluoreszenzfirbung mittels NeuroTrace™™

Zur Abschitzung des neurologischen Schadens wurden 7 pm dicke Kryoschnitte der entnomme-
nen Gehirne angefertigt und anschlieBend mittels Nisslfirbung die vitalen Neuronen sichtbar

gemacht. In 10-facher VergroBerung erfolgte mikroskopisch das verblindete Auszdhlen der
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Neuronen zum einen in der zum Schlaganfall ipsilateral gelegenen periventrikuldren Region
(Penumbra), zum anderen auch in der zum Infarkt kontralateral gelegenen Region. Zuvor wurde
die Region mit Hilfe von HE-gefirbten Schnitten lokalisiert. Abb. 3-18. zeigt représentative
Aufnahmen der ipsilateralen periventrikuliren Region der einzelnen Behandlungsgruppen. Auf-
fallend ist dabei eine Verringerung der Neuronenzahl der MCAO-Behandlungsgruppen im Ver-
gleich zur scheinoperierten Gruppe. Zudem lésst sich innerhalb der MC AO-Behandlungsgruppen
ein stirkerer Zellverlust in der mit dem Vehikel behandelten Gruppe im Vergleich zu den

iibrigen Gruppen vermuten.

Sham MCAO + 0,9 % NaCl

MCAO + Telmisartan 0,5 mg/kg/d MCAO + Ramipril 0,02 mg/kg/d

MCAO + Ramipril 0,2 mg/kg/d MCAO + Kombination 0,5/0,02 mg/kg/d
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Abbildung 3-18. reprisentative Ausschnitte der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der Nissl-Farbung der
ipsilateralen periventrikuldren Region in 10-facher Vergréferung. Untersuchung innerhalb der scheinoperierten
Tiere (n = 4) sowie den Behandlungsgruppen MCAO + 0,9 % NaCl (n = 3), MCAO + Telmisartan 0,5 mg/kg/d (n =
4), Ramipril 0,02 mg/kg/d (n = 3), MCAO + Ramipril 0,2 mg/kg/d (n = 3) und MCAO + Kombination 0,5/0,02
mg/kg/d (n=3)

Nach Auszdhlen der Nissl-positiven Zellen ergab sich zwischen den Behandlungsgruppen unter-

einander die in Abb. 3-19. dargestellten Beziehungen.
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Abbildung 3-19. Grafische Darstellung der Anzahl Nissl-positiver Zellen pro mm? in der ipsilateralen
periventrikuldren Region in 10-facher Vergroferung. Unterschunginnerhalb der scheinoperierten Tiere (n
= 4) sowie den Behandlungsgruppen MCAO + 0,9 % NaCl (n = 3), MCAO + Telmisartan 0,5 mg/kg/d (n
= 4), Ramipril 0,02 mg/kg/d (n = 3), MCAO + Ramipril 0,2 mg/kg/d (n = 3) und MCAO + Kombination
0,5/0,02 mg/kg/d (n = 3); Angabe in absoluten Werten; *p < 0,05 vs. Sham, #p 0,05 vs. MCAO + 0,9 %
NaCl

Dabei findet sich eine signifikante Verminderung der Neuronenzahl in allen MCAO-
Behandlungsgruppen im Vergleich zur scheinoperierten Gruppe. Dariiber hinaus lédsst sich eine
signifikant hohere Neuronenzahl in den Gruppen MCAO + Telmisartan 0,5 mg/kg/d sowie
MCAO + Kombination 0,5/0,02 mg/kg/d im Vergleich zur Vehikel-Behandlungsgruppe erken-
nen. Die mit Ramipril behandelten Tiere zeigen lediglich die Tendenz eines geringfligigeren
Zellschadens ohne Signifikanz.

In Abb. 3-20. sind reprisentative Aufnahmen von der zum Schlaganfall kontralateral gelegenen

periventrikuldren Region abgebildet.
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Sham MCAO + 0,9 % NaCl

MCAO + Telmisartan 0,5 mg/kg/d MCAO + Ramipril 0,02 mg/kg/d

MCAO + Ramipril 0,2 mg/kg/d MCAO + Kombination 0,5/0,02 mg/kg/d

Abbildung 3-20. reprisentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Nissl-Farbung der kontralateralen
periventrikuldren Region in 10-facher Vergroferung. Untersuchung innerhalb der scheinoperierten Tiere (n = 4)
sowie den Behandlungsgruppen MCAO + 0,9 % NaCl (n = 3), MCAO + Telmisartan 0,5 mg/kg/d (n =4), Ramipril
0,02 mg/kg/d (n = 3), MCAO + Ramipril 0,2 mg/kg/d (n = 3) und MCAO + Kombination 0,5/0,02 mg/kg/d (n = 3)

Auf den Abbildungen ist eine Verminderung der Neuronenzahl in der Vehikel-Behandlungs-
gegeniiber der Shamgruppe zu sehen. Ferner zeigt sich diese Tendenz auch in den iibrigen Be-
handlungsgruppen, wobei der Zellschaden in der Telmisartan- und der Kombinationsbehand-

lungsgruppe geringer erscheint. Wie in Abb. 3-21. wiedergegeben, ergibt sich eine signifikante
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Verminderung der Neuronenzahl in den Vehikel- und beiden Ramiprilbehandlungsgruppen im
Vergleich zur scheinoperierten Gruppe. Eine dhnliche Tendenz ist auch in den mit Telmisartan
und der Kombination behandelten Gruppen zu sehen, jedoch fehlt eine Signifikanz. Weiterhin ist
zwischen den einzelnen MCAO-Behandlungsgruppen kein signifikanter Unterschied festzustel-

len.
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Abbildung 3-21. Grafische Darstellung der Anzahl Nissl-positiver Zellen pro mm? in der kontralate-
ralen periventrikuldren Region in 10-facher Vergroferung. Untersuchung innerhalb der scheinoperier-
ten Tiere (n = 4) sowie den Behandlungsgruppen MCAO + 0,9 % NaCl (n = 3), MCAO + Telmisartan
0,5 mg/kg/d (n = 4), Ramipril 0,02 mg/kg/d (n = 3), MCAO + Ramipril 0,2 mg/kg/d (n = 3) und
MCAO + Kombination 0,5/0,02 mg/kg/d (n = 3); Angabe in absoluten Werten; *p < 0,05 vs. Sham

3.2.2.2. Ergebnisse der Fluoreszenzfirbung mit 4',6-Diamidino-2-phenylindol

Wie unter 2.2.3.3.2. beschrieben, konnen mit Hilfe des DAPI-Farbstoff DNA und damit Zellker-
ne gefirbt werden. In der vorliegenden Arbeit wurde diese Farbemethode zum einen zur Be-
stimmung der absoluten Zellzahl in 20-facher VergroBerung genutzt und zum anderen im Rah-
men der Antikdrper-vermittelten Farbungen zur Berechnung des relativen Anteils Antikorper-
positiver Zellen pro Gesamtzellzahl herangezogen. Fiir jede der drei Antikorper-Farbungen wur-
de die Gesamtzellzahl bestimmt, das Ergebnis, die Gesamtzellzahl betreffend, war bei jeder
Zihlung identisch, sodass im Folgenden nur eine Auswertung dargestellt ist.

Abb. 3-22. zeigt exemplarisch Ausschnitte der DAPI-Fiarbung von der ipsilateralen

periventrikuldren Region in 20-facher Vergroferung.
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MCAO + Telmisartan 0,5 mg/kg/d MCAO + Ramipril 0,02 mg/kg/d

MCAO + Ramipril 0,2 mg/kg/d MCAO + Kombination 0,5/0,02 mg/kg/d

Abbildung 3-22. reprisentative Ausschnitte der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der DAPI-Féarbung der
ipsilateralen periventrikuldren Region in 20-facher VergroBerung. Untersuchung innerhalb der scheinoperierten
Tiere (n = 4) sowie den Behandlungsgruppen MCAO + 0,9 % NaCl (n = 3), MCAO + Telmisartan 0,5 mg/kg/d (n =
4), Ramipril 0,02 mg/kg/d (n = 3), MCAO + Ramipril 0,2 mg/kg/d (n = 3) und MCAO + Kombination 0,5/0,02

mg/kg/d (n=3)

Anhand der Aufnahmen ist eine deutliche Verminderung der Gesamtzellzahl in den MCAO-
Behandlungsgruppen, vor allem in der Vehikel-Gruppe, im Vergleich zu den scheinoperierten

Tieren zu erkennen. Ahnlich den Eindriicken der Nissl-Firbung lisst sich auch in dieser Darstel-
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lung ein geringerer Schaden in der Telmisartan- bzw. der Kombinationsgruppe vermuten. Die

Ergebnisse der Auszéhlung sind in Abb. 3-23. veranschaulicht.
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Abbildung 3-23. Grafische Darstellung der Anzahl DAPI-positiver Zellen pro mm’ in der
ipsilateralen periventrikuldren Region in 20-facher Vergroferung. Untersuchung innerhalb der
scheinoperierten Tiere (n = 4) sowie den Behandlungsgruppen MCAO + 0,9 % NaCl (n = 3), MCAO
+ Telmisartan 0,5 mg/kg/d (n = 4), Ramipril 0,02 mg/kg/d (n = 3), MCAO + Ramipril 0,2 mg/kg/d (n
= 3) und MCAO + Kombination 0,5/0,02 mg/kg/d (n = 3); Angabe in absoluten Werten; *p < 0,05 vs.
Sham, #p < 0,05 vs. MCAO + 0,9 % NaCl

Analog den Ergebnissen der Nissl-Farbung zeigt sich eine signifikante Verminderung der Ge-
samtzellzahl in allen MCAO-Behandlungsgruppen im Vergleich zur scheinoperierten Gruppe.
Des Weiteren lésst sich ein signifikant geringerer Schaden hinsichtlich der Gesamtzellzahl in der
Telmisartan- und. der Kombinationsgruppe im Vergleich zur Vehikel-Behandlungsgruppe fest-
stellen. Die mit Ramipril behandelten Tiere zeigen keine signifikanten Verdanderungen.

Auf der kontralateralen Seite fillt, wie in Abb. 3-24. illustriert, kein Unterschied zwischen den

Behandlungsgruppen auf.
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MCAO + Ramipril 0,2 mg/kg/d MCAO + Kombination 0,5/0,02 mg/kg/d

Abbildung 3-24. reprisentative Ausschnitte der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der DAPI-Féarbung der
kontralateralen periventrikuldren Region in 20-facher VergroBerung. Untersuchung innerhalb der scheinoperierten
Tiere (n = 4) sowie den Behandlungsgruppen MCAO + 0,9 % NaCl (n = 3), MCAO + Telmisartan 0,5 mg/kg/d (n =
4), Ramipril 0,02 mg/kg/d (n = 3), MCAO + Ramipril 0,2 mg/kg/d (n = 3) und MCAO + Kombination 0,5/0,02
mg/kg/d (n=3)

Abb. 3-25. bestitigt diesen Eindruck. Es finden sich keine signifikanten Unterschiede innerhalb
der Behandlungsgruppen.
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Abbildung 3.-3-25. Grafische Darstellung der Anzahl DAPI-positiver Zellen pro mm? in der kontra-
lateralen periventrikuldren Region in 20-facher Vergroferung. Untersuchung innerhalb der scheinope-
rierten Tiere (n = 4) sowie den Behandlungsgruppen MCAO + 0,9 % NaCl (n = 3), MCAO +
Telmisartan 0,5 mg/kg/d (n = 4), Ramipril 0,02 mg/kg/d (n = 3), MCAO + Ramipril 0,2 mg/kg/d (n =
3) und MCAO + Kombination 0,5/0,02 mg/kg/d (n = 3); Angabe in absoluten Werten

Bei Vergleich der ipsi- und der kontralateralen Seiten ergibt sich, wie in Abb. 3-26. ersichtlich,
in jeder MCAO-Behandlungsgruppe ein signifikanter Unterschied zwischen beiden Seiten, der
sich in einer Verminderung der Gesamtzellzahl auf der ipsilateralen im Vergleich zur kontra-

lateralen Seite wiederspiegelt. Scheinoperierte Tiere zeigen keinen Unterschied.
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Abbildung 3-26. Grafische Darstellung der Anzahl DAPI-positiver Zellen pro mm’® in der ipsi- und kontralateralen

periventrikuldren Region in 20-facher Vergroferung. Untersuchung innerhalb der scheinoperierten Tiere (n = 4) sowie den
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Behandlungsgruppen MCAO + 0,9 % NaCl (n = 3), MCAO + Telmisartan 0,5 mg/kg/d (n = 4), Ramipril 0,02 mg/kg/d (n = 3),
MCAO + Ramipril 0,2 mg/kg/d (n = 3) und MCAO + Kombination 0,5/0,02 mg/kg/d (n = 3); Angabe in absoluten Werten; *p
< 0,05 innerhalb der Behandlungsgruppe

3.2.2.3. Ergebnisse der Immunfluoreszenzfirbung mittels Antikorpern

Fiir die Untersuchung proinflammatorischer und neuroprotektiver Marker wurden 7 pm dicke
Kryoschnitte mittels Antikorpern nach oben beschriebenem Protokoll (2.2.3.3.3.) angefertigt.
Unter 20-facher VergroBerung erfolgte mikroskopisch die Quantifizierung der Antikorper positi-
ven Zellen. Zudem wurde im Rahmen jeder angefertigten Farbung eine Negativkontrolle durch-
gefiihrt, in der anstelle des Primdrantikdrpers eine entsprechende Menge DBS pipettiert wurde.

Abb. 3-27. zeigt exemplarisch einen reprisentativen Ausschnitt der Negativkontrollen.

Abbildung 3-27. représentativer Ausschnitt einer

Negativkontrolle

3.2.2.3.1. Ergebnisse der Interleukin-6-Immunfluoreszenzfirbung

Neben der Bestimmung der I1-6-Expression durch nukleotidanalytische Methoden erfolgte die
immunfluoreszenzzytochemische Anfirbung der Schnitte mit Il-6-spezifischen Antikorpern.
Reprisentative Ausschnitte dieser Fiarbung sind fiir die ipsilaterale periventrikuldre Region in

Abb. 3-28. dargestellt.
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Sham MCAO + 0,9 % NaCl

MCAO + Telmisartan 0,5 mg/kg/d MCAO + Ramipril 0,02 mg/kg/d

MCAO + Ramipril 0,2 mg/kg/d MCAO + Kombination 0,5/0,02 mg/kg/d

Abbildung 3-28. reprisentative Ausschnitte der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der Antikorper vermittel-
ten I1-6-Farbung der ipsilateralen periventrikuldren Region in 20-facher VergroBerung. Untersuchung innerhalb der
scheinoperierten Tiere (n = 4) sowie den Behandlungsgruppen MCAO + 0,9 % NaCl (n = 3), MCAO + Telmisartan
0,5 mg/kg/d (n = 4), Ramipril 0,02 mg/kg/d (n = 3), MCAO + Ramipril 0,2 mg/kg/d (n = 3) und MCAO + Kombi-
nation 0,5/0,02 mg/kg/d (n = 3)

Unterschiede zwischen den Gruppen sind nicht erkennbar. Abb. 3-29. gibt das Resultat der Aus-

zahlung wieder. Ebenfalls lassen sich hier keine Unterschiede zwischen den Gruppen feststellen.
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Sham  MCAO+0,9 MCAO+ MCAO+ MCAO+ MCAO+
%NaCl  Telmisartan Ramipril 0,02 Ramipril 0,2 Kombination

0,5mg/kg/d mg/kg/d mg/kg/d 0,5/0,02

mg/kg/d

Abbildung 3-29. Grafische Darstellung der Anzahl Il-6-positiver Zellen pro mm?® in der ipsilateralen
periventrikuldren Region in 20-facher Vergroferung. Untersuchung innerhalb der scheinoperierten
Tiere (n = 4) sowie den Behandlungsgruppen MCAO + 0,9 % NaCl (n = 3), MCAO + Telmisartan 0,5
mg/kg/d (n =4), Ramipril 0,02 mg/kg/d (n = 3), MCAO + Ramipril 0,2 mg/kg/d (n = 3) und MCAO +
Kombination 0,5/0,02 mg/kg/d (n = 3); Angabe in absoluten Werten

Die Aufnahmen der kontralateralen periventrikuliren Region, sichtbar in Abb. 3-30., zeigen

ebenso keine Unterschiede zwischen den Behandlungen.
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Sham MCAO + 0,9 % NaCl

MCAO + Telmisartan 0,5 mg/kg/d MCAO + Ramipril 0,02 mg/kg/d

MCAO + Ramipril 0,2 mg/kg/d MCAO + Kombination 0,5/0,02 mg/kg/d

Abbildung 3-30. représentative Ausschnitte der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der Antikorper vermittel-
ten I1-6-Farbung der ipsilateralen periventrikuldren Region in 20-facher VergroBerung. Untersuchung innerhalb der
scheinoperierten Tiere (n = 4) sowie den Behandlungsgruppen MCAO + 0,9 % NaCl (n = 3), MCAO + Telmisartan
0,5 mg/kg/d (n = 4), Ramipril 0,02 mg/kg/d (n = 3), MCAO + Ramipril 0,2 mg/kg/d (n = 3) und MCAO + Kombi-
nation 0,5/0,02 mg/kg/d (n = 3)
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Zu dem gleichen Ergebnis kommt man bei Betrachtung der Abb. 3-31, aus der hervorgeht, dass
es zwischen den verschiedenen Gruppen keinen Unterschied beziiglich der Anzahl II-6-positiver

Zellen auf der kontralateralen Seite gibt.
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periventrikuliren Region

Anzahl von II - 6 - positiven Zellen
pro mm? in der kontralateralen

Sham  MCAO+0,9 MCAO+ MCAO+ MCAO+ MCAO+
% NaCl  Telmisartan Ramipril 0,02 Ramipril 0,2 Kombination

0,5mg/kg/d mgkg/d mg/kg/d 0,5/0,02

mg/kg/d

Abbildung 3-31. Grafische Darstellung der Anzahl Il-6-positiver Zellen pro mm? in der kontralatera-
len periventrikuldren Region in 20-facher VergroBerung. Untersuchung innerhalb der scheinoperier-
ten Tiere (n = 4) sowie den Behandlungsgruppen MCAO + 0,9 % NaCl (n = 3), MCAO + Telmisartan
0,5 mg/kg/d (n = 4), Ramipril 0,02 mg/kg/d (n = 3), MCAO + Ramipril 0,2 mg/kg/d (n = 3) und
MCAO + Kombination 0,5/0,02 mg/kg/d (n = 3); Angabe in absoluten Werten

Vergleicht man die Ergebnisse der ipsi- und kontralateralen Seite miteinander, so lassen sich,

wie in Abb. 3-32. zu sehen, keine signifikanten Unterschiede feststellen.
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Sham MCAO+0,9 MCAO + MCAO + MCAO + MCAO +
% NaCl Telmisartan Ramipril 0,02 Ramipril 0,2 Kombination

0,5mg/kg/d  mg/kg/d mg/kg/d 0,5/0,02

mg/kg/d

Anzahl von Il - 6 - positiven Zellen in der
periventrikuliiren Region pro mm?

Abbildung 3-32. Grafische Darstellung der Anzahl II-6-positiver Zellen pro mm? in der ipsi- und kontralateralen

periventrikuldren Region in 20-facher VergroBerung. Untersuchung innerhalb der scheinoperierten Tiere (n = 4) sowie
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den Behandlungsgruppen MCAO + 0,9 % NaCl (n = 3), MCAO + Telmisartan 0,5 mg/kg/d (n = 4), Ramipril 0,02
mg/kg/d (n =3), MCAO + Ramipril 0,2 mg/kg/d (n = 3) und MCAO + Kombination 0,5/0,02 mg/kg/d (n = 3); Angabe in

absoluten Werten

Nach Bestimmung der absoluten Zahl I1-6-positiver Zellen wurden die ermittelten Werte auf die
Gesamtzellzahl bezogen, die mit Hilfe der jeweiligen DAPI-Farbung des Schnittes erhoben wur-
de. Das Ergebnis fiir die ipsilaterale Seite ist in Abb. 3-33. dargestellt. Dabei zeigt sich in allen
MCAO-Behandlungsgruppen eine hohere Anzahl I1-6-positiver Zellen, bezogen auf die Gesamt-
zellzahl, im Vergleich zur scheinoperierten Gruppe. Zwischen den einzelnen Gruppen besteht
kein signifikanter Unterschied. Allenfalls eine Tendenz der Reduktion der relativen Zellzahl ist

in der mit Telmisartan behandelten Gruppe im Vergleich zur Vehikel-Gruppe zu sehen.
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s I
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25 -

20 - I
15 -
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Anzahl von II - 6 - positiven Zellen /

Gesamtzellzahl pro mm? in der ipsilateralen
periventrikuliren Penumbra [%]

Sham MCAO+0,9 MCAO + MCAO + MCAO + MCAO +
%NaCl  Telmisartan Ramipril 0,02 Ramipril0,2 Kombination

0,5mg/kg/d  mg/kg/d mg/kg/d 0,5/0,02

mg/kg/d

Abbildung 3-33. Grafische Darstellung der Anzahl Il-6-positiver Zellen / Gesamtzellzahl pro mm? in
der ipsilateralen periventrikuliren Region in 20-facher VergroBerung. Untersuchung innerhalb der
scheinoperierten Tiere (n = 4) sowie den Behandlungsgruppen MCAO + 0,9 % NaCl (n = 3), MCAO
+ Telmisartan 0,5 mg/kg/d (n = 4), Ramipril 0,02 mg/kg/d (n = 3), MCAO + Ramipril 0,2 mg/kg/d (n
= 3) und MCAO + Kombination 0,5/0,02 mg/kg/d (n = 3); Angabe in %; *p < 0,05 vs. Sham

Abb. 3-34. zeigt die relative Zahl I1-6-positiver Zellen in der zum Infarkt kontralateral gelegenen

Seite. Hier ergibt sich zwischen den Gruppen kein signifikanter Unterschied.
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Anzahl von 11 - 6 - positiven Zellen /
periventrikuliren Region [%]

Gesamtzellzahl pro mm? in der kontralateralen

Sham MCAO +0,9 MCAO + MCAO + MCAO + MCAO +
% NaCl Telmisartan Ramipril 0,02 Ramipril 0,2 Kombination

0,5mg/kg/d  mgkeg/d mg/kg/d 0,5/0,02

mg/kg/d

Abbildung 3-34. Grafische Darstellung der Anzahl 1l-6-positiver Zellen / Gesamtzellzahl pro mm?® in
der kontralateralen periventrikuldren Region in 20-facher Vergréferung. Untersuchung innerhalb der
scheinoperierten Tiere (n = 4) sowie den Behandlungsgruppen MCAO + 0,9 % NaCl (n = 3), MCAO
+ Telmisartan 0,5 mg/kg/d (n = 4), Ramipril 0,02 mg/kg/d (n = 3), MCAO + Ramipril 0,2 mg/kg/d (n
= 3) und MCAO + Kombination 0,5/0,02 mg/kg/d (n = 3); Angabe in %

Die relativen Zellzahlen der ipsi- und kontralateralen Seite gegeniiber stellend, findet sich in
allen MCAO-Behandlungsgruppen auf der ipsilateralen Seite eine signifikant hohere relative
Zahl 11-6-positiver Zellen im Vergleich zur kontralateralen Seite. Bei scheinoperierten Tieren

tritt ein derartiger Unterschied nicht auf. Dieser Sachverhalt ist in Abb. 3-35. veranschaulicht.
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Anzahl von IL - 6 - positiven Zellen /
Gesamtzellzahl pro mm? in der periventrikuliren

Region [%]: ipsilateral und kontralateral

Sham  MCAO+0,9 MCAO+ MCAO+ MCAO+ MCAO+
%NaCl  Telmisartan Ramipril 0,02 Ramipril 0,2 Kombination

0,5mg/kg/d mg/keg/d mg/kg/d 0,5/0,02

mg/kg/d

Abbildung 3-35. Grafische Darstellung der Anzahl II-6-positiver Zellen / Gesamtzellzahl pro mm® in der ipsi- und
kontralateralen periventrikuldren Region in 20-facher Vergroferung. Untersuchung innerhalb der scheinoperierten
Tiere (n = 4) sowie den Behandlungsgruppen MCAO + 0,9 % NaCl (n = 3), MCAO + Telmisartan 0,5 mg/kg/d (n =
4), Ramipril 0,02 mg/kg/d (n = 3), MCAO + Ramipril 0,2 mg/kg/d (n = 3) und MCAO + Kombination 0,5/0,02
mg/kg/d (n = 3); Angabe in %; *p < 0,05 innerhalb der Behandlungsgruppe

3.2.2.3.2. Ergebnisse der Tumor-Nekrose-Faktor-o-Immunfluoreszenzfirbung

Als weiterer proinflammatorischer Marker wurde TNF-o immunfluoreszenzzytochemisch in
gleicher Weise wie I1-6 untersucht. In Abb. 3-36. sind Ausschnitte aus der Farbung der

ipsilateralen Seite zu sehen.
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Sham MCAO + 0,9 % NaCl

MCAO + Telmisartan 0,5 mg/kg/d MCAO + Ramipril 0,02 mg/kg/d

MCAO + Ramipril 0,2 mg/kg/d MCAO + Kombination 0,5/0,02 mg/kg/d

Abbildung 3-36. reprisentative Ausschnitte der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der Antikorper vermittel-
ten TNF-a-Féarbung der ipsilateralen periventrikuldren Region in 20-facher Vergroferung. Untersuchung innerhalb
der scheinoperierten Tiere (n = 4) sowie den Behandlungsgruppen MCAO + 0,9 % NaCl (n = 3), MCAO +
Telmisartan 0,5 mg/kg/d (n = 4), Ramipril 0,02 mg/kg/d (n = 3), MCAO + Ramipril 0,2 mg/kg/d (n = 3) und
MCAO + Kombination 0,5/0,02 mg/kg/d (n = 3)
Auf den abgebildeten Aufnahmen sind keine Unterschiede zwischen den einzelnen Behand-

lungsgruppen zu erkennen. Nach Auszéhlung der TNF-a-positiven Zellen lassen sich die Ergeb-

nisse wie in Abb. 3-37 darstellen.
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periventrikuliren Penumbra

Anzahl von TNF - a - positiven Zellen

Sham  MCAO+0,9 MCAO + MCAO+ MCAO+  MCAO+
% NaCl  Telmisartan Ramipril 0,02 Ramipril 0,2 Kombination

0,5mg/kg/d mg/keg/d mg/kg/d 0,5/0,02

mg/kg/d

Abbildung 3-37. Grafische Darstellung der Anzahl TNF-o-positiver Zellen pro mm® in der
ipsilateralen periventrikuldren Region in 20-facher VergroBerung. Untersuchung innerhalb der
scheinoperierten Tiere (n = 4) sowie den Behandlungsgruppen MCAO + 0,9 % NaCl (n = 3), MCAO
+ Telmisartan 0,5 mg/kg/d (n = 4), Ramipril 0,02 mg/kg/d (n = 3), MCAO + Ramipril 0,2 mg/kg/d (n
= 3) und MCAO + Kombination 0,5/0,02 mg/kg/d (n = 3); Angabe in absoluten Werten

Anhand des Diagramms zeigen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Behand-
lungsgruppen.

Analog zur Untersuchung der ipsilateralen Seite, wurde die kontralaterale Seite betrachtet. In
Abb. 3-38 sind Ausschnitte von Aufnahmen der kontralateralen Seite dargestellt. Wie auch auf

der ipsilateralen Seite sind keine Unterschiede erkennbar.
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Sham MCAO + 0,9 % NaCl

MCAO + Telmisartan 0,5 mg/kg/d MCAO + Ramipril 0,02 mg/kg/d

MCAO + Ramipril 0,2 mg/kg/d MCAO + Kombination 0,5/0,02 mg/kg/d

Abbildung 3-38. reprisentative Ausschnitte der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der Antikorper vermittel-
ten TNF-a-Farbung der kontralateralen periventrikuldren Region in 20-facher Vergroferung. Untersuchung inner-
halb der scheinoperierten Tiere (n = 4) sowie den Behandlungsgruppen MCAO + 0,9 % NaCl (n = 3), MCAO +
Telmisartan 0,5 mg/kg/d (n = 4), Ramipril 0,02 mg/kg/d (n = 3), MCAO + Ramipril 0,2 mg/kg/d (n = 3) und
MCAO + Kombination 0,5/0,02 mg/kg/d (n = 3)

Das gleiche Ergebnis liefert die Auswertung der Abb. 3-39., in der sich gleichermaf3en kein sig-

nifikanter Unterschied feststellen lasst.
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Anzahl von TNF - a - positiven Zellen

Sham  MCAO+0,9 MCAO+ MCAO+ MCAO+  MCAO+
%NaCl  Telmisartan Ramipril 0,02 Ramipril 0,2 Kombination

0,5mg/kg/d  mg/kg/d mg/kg/d 0,5/0,02

mg/kg/d

Abbildung 3-39. Grafische Darstellung der Anzahl TNF-a-positiver Zellen pro mm? in der kontrala-
teralen periventrikuldren Region in 20-facher Vergroferung. Untersuchung innerhalb der scheinope-
rierten Tiere (n = 4) sowie den Behandlungsgruppen MCAO + 0,9 % NaCl (n = 3), MCAO +
Telmisartan 0,5 mg/kg/d (n = 4), Ramipril 0,02 mg/kg/d (n = 3), MCAO + Ramipril 0,2 mg/kg/d (n =
3) und MCAO + Kombination 0,5/0,02 mg/kg/d (n = 3); Angabe in absoluten Werten

Beim Vergleich beider Seiten miteinander ldsst sich, wie in Abb. 3-40. veranschaulicht kein sig-

nifikanter Unterschied feststellen.

Anzahl von TNF - o - positiven Zellen
in der periventrikuliren Region pro mm?2:

ipsilateral und kontraateral

300 -
250 - I
200 -
150 -

M ipsilateral

100 - H kontralateral

Sham MCAO+0,9 MCAO+ MCAO + MCAO + MCAO +
% NaCl Telmisartan Ramipril 0,02 Ramipril 0,2 Kombination

0,5 mg/kg/d mg/kg/d mg/kg/d 0,5/0,02

mg/kg/d

Abbildung 3-40. Grafische Darstellung der Anzahl TNF-a-positiver Zellen pro mm?® in der ipsi- und kontralateralen

periventrikuldren Region in 20-facher Vergréerung. Untersuchung innerhalb der scheinoperierten Tiere (n = 4) sowie den

Behandlungsgruppen MCAO + 0,9 % NaCl (n = 3), MCAO + Telmisartan 0,5 mg/kg/d (n = 4), Ramipril 0,02 mg/kg/d (n =

92



Ergebnisse

3), MCAO + Ramipril 0,2 mg/kg/d (n = 3) und MCAO + Kombination 0,5/0,02 mg/kg/d (n = 3); Angabe in absoluten Wer-

ten

Auch im Rahmen der TNF-a-Fiarbung wurde die absolute Zahl Antikdrper positiver Zellen auf
die Gesamtzellzahl bezogen. Abb. 3-41. gibt das Resultat fiir die ipsilaterale Seite wieder.
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Zellen/ Gesamtzellzahl pro mm? in der
ipsilateralen periventrikuléiren Penumbra [%]
H

Anzahl von TNF - a - positiven - positiven

Sham MCAO +0,9 MCAO + MCAO + MCAO + MCAO +
%NaCl  Telmisartan Ramipril 0,02 Ramipril 0,2 Kombination

0,5mg/kg/d  mg/kg/d mg/kg/d 0,5/0,02

mg/kg/d

Abbildung 3-41. Grafische Darstellung der Anzahl TNF-a-positiver Zellen / Gesamtzellzahl pro mm?
in der ipsilateralen periventrikuldren Region in 20-facher Vergroferung. Untersuchung innerhalb der
scheinoperierten Tiere (n = 4) sowie den Behandlungsgruppen MCAO + 0,9 % NaCl (n = 3), MCAO
+ Telmisartan 0,5 mg/kg/d (n = 4), Ramipril 0,02 mg/kg/d (n = 3), MCAO + Ramipril 0,2 mg/kg/d (n
= 3) und MCAO + Kombination 0,5/0,02 mg/kg/d (n = 3); Angabe in %; *p < 0,05 vs. Sham, #p <
0,05 vs. MCAO + 0,9 % NaCl

Anhand der Daten ist ersichtlich, dass alle MCAO-Behandlungsgruppen im Vergleich zur
scheinoperierten Gruppe eine signifikant hohere relative Anzahl TNF-a-positiver Zellen aufwei-
sen. Dariiber hinaus zeigen die Vorbehandlungen mit Telmisartan sowie der Kombination im
Vergleich zur Vehikel-Gruppe signifikant niedrigere relative Zellzahlen.

Demgegentiber finden sich auf der kontralateralen Seite, dargestellt in Abb. 3-42., keine signifi-

kanten Unterschiede zwischen den einzelnen Behandlungen.
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Sham  MCAO+0,9 MCAO+ MCAO+ MCAO+ MCAO+
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0,5mg/kg/d  mg/kg/d mg/kg/d 0,5/0,02

mg/kg/d

Anzahl von TNF - a - positiven - positiven Zellen /
Gesamtzellzahl pro mm? in der kontralateralen

Abbildung 3-42. Grafische Darstellung der Anzahl TNF-a-positiver Zellen / Gesamtzellzahl pro mm?
in der kontralateralen periventrikuldren Region in 20-facher VergroBerung. Untersuchung innerhalb
der scheinoperierten Tiere (n = 4) sowie den Behandlungsgruppen MCAO + 0,9 % NaCl (n = 3),
MCAO + Telmisartan 0,5 mg/kg/d (n = 4), Ramipril 0,02 mg/kg/d (n = 3), MCAO + Ramipril 0,2
mg/kg/d (n =3) und MCAO + Kombination 0,5/0,02 mg/kg/d (n = 3); Angabe in %

Des Weiteren wurden beide Seiten miteinander verglichen. Die dazugehorigen Ergebnisse sind
in Abb. 3-43. zu sehen. Dabei zeigen die MCAO-Behandlungsgruppen, mit Ausnahme der mit
der hoheren Dosis Ramipril behandelten Tiere, signifikant hohere relative Zellzahlen auf der
ipsilateralen als auf der kontralateralen Seite. In der Gruppe scheinoperierter Tiere ldsst sich kein

Unterschied feststellen.
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Abbildung 3-43. Grafische Darstellung der Anzahl TNF-a-positiver Zellen / Gesamtzellzahl pro mm? in der ipsi- und kont-
ralateralen periventrikuldren Region in 20-facher VergroBerung. Untersuchung innerhalb der scheinoperierten Tiere (n = 4)
sowie den Behandlungsgruppen MCAO + 0,9 % NaCl (n = 3), MCAO + Telmisartan 0,5 mg/kg/d (n = 4), Ramipril 0,02
mg/kg/d (n = 3), MCAO + Ramipril 0,2 mg/kg/d (n = 3) und MCAO + Kombination 0,5/0,02 mg/kg/d (n = 3); Angabe in
%; *p < 0,05 innerhalb der Behandlungsgruppe

3.2.2.3.3. Ergebnisse der Tyrosinkinase B-Immunfluoreszenzfirbung

Ein wichtiger Vertreter unter den Neurotrophinen ist die Tyrosinkinase B, welche als ein Rezep-
tor des Liganden BDNF dessen neuroptotektive Wirkungen vermittelt. In der vorliegenden
Arbeit wurden die 7 pm dicken Schnitte immunfluoreszenzzytochemisch auf diesen Marker un-
tersucht.

In der Abb. 3-44. ist fiir jede Behandlungsgruppe ein dementsprechendes, reprasentatives Bild
der ipsilateralen Seite dargestellt. Daraus ersichtlich ist, dass innerhalb der Sham-, Temisartan-
und der Kombinationsbehandlungsgruppen eine hohere Anzahl TrkB-positiver Zellen im Ver-
gleich zu den iibrigen Gruppen vorhanden ist. Weiterhin scheint innerhalb der scheinoperierten

Gruppe die Anzahl am hochsten zu sein.
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Sham MCAO + 0,9 % NaCl

MCAO + Telmisartan 0,5 mg/kg/d MCAO + Ramipril 0,02 mg/kg/d

MCAO + Ramipril 0,2 mg/kg/d MCAO + Kombination 0,5/0,02 mg/kg/d

Abbildung 3-44. reprisentative Ausschnitte der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der Antikorper vermittel-
ten TrkB-Féarbung der ipsilateralen periventrikuldren Region in 20-facher Vergroferung. Untersuchung innerhalb
der scheinoperierten Tiere (n = 4) sowie den Behandlungsgruppen MCAO + 0,9 % NaCl (n = 3), MCAO +
Telmisartan 0,5 mg/kg/d (n = 4), Ramipril 0,02 mg/kg/d (n = 3), MCAO + Ramipril 0,2 mg/kg/d (n = 3) und
MCAO + Kombination 0,5/0,02 mg/kg/d (n = 3)

Stellt man die ermittelten Werte, wie in Abb. 3-45. in einem Diagramm dar, so zeigen sich die

gleichen Ergebnisse. Bei den scheinoperierten Tieren ist die Zahl TrkB-positiver Zellen im Ver-
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gleich zu den {ibrigen Gruppen signifikant hoher. Innerhalb der MCAO-Behandlungsgruppen
ergeben sich im Vergleich zur Vehikel-Gruppe signifikant hohere Werte in der Telmisartan-

sowie in der Kombinationsgruppe.
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Sham  MCAO+0,9 MCAO+ MCAO+ MCAO+  MCAO+
% NaCl  Telmisartan Ramipril 0,02 Ramipril 0,2 Kombination

0,5mg/kg/d  mg/kg/d mg/kg/d 0,5/0,02

mg/kg/d

Anzahl von TrkB - positiven Zellen

Abbildung 3-45. Grafische Darstellung der Anzahl TrkB-positiver Zellen pro mm® in der
ipsilateralen periventrikuldren Region in 20-facher Vergroferung. Untersuchung innerhalb der
scheinoperierten Tiere (n = 4) sowie den Behandlungsgruppen MCAO + 0,9 % NaCl (n = 3), MCAO
+ Telmisartan 0,5 mg/kg/d (n = 4), Ramipril 0,02 mg/kg/d (n = 3), MCAO + Ramipril 0,2 mg/kg/d (n
= 3) und MCAO + Kombination 0,5/0,02 mg/kg/d (n = 3); Angabe in absoluten Werten; *p < 0,05 vs.
Sham, #p < 0,05 vs. MCAO + 0,9 % NaCl

In den Ausschnitten fluoreszenzmikroskopischer Aufnahmen der kontralateralen Seite, wie in

Abb. 3-46. zu erkennen, finden sich keine Unterschiede zwischen den verschiedenen Gruppen.
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Sham MCAO + 0,9 % NaCl

MCAO + Telmisartan 0,5 mg/kg/d MCAO + Ramipril 0,02 mg/kg/d

Y

MCAO + Ramipril 0,2 mg/kg/d MCAO + Kombination 0,5/0,02 mg/kg/d

Abbildung 3-46. reprisentative Ausschnitte der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der Antikorper vermittel-
ten TrkB-Féarbung der kontralateralen periventrikuldren Region in 20-facher Vergroerung. Untersuchung innerhalb
der scheinoperierten Tiere (n = 4) sowie den Behandlungsgruppen MCAO + 0,9 % NaCl (n = 3), MCAO +
Telmisartan 0,5 mg/kg/d (n = 4), Ramipril 0,02 mg/kg/d (n = 3), MCAO + Ramipril 0,2 mg/kg/d (n = 3) und
MCAO + Kombination 0,5/0,02 mg/kg/d (n = 3)

Die Auszédhlung der Zellen erbrachte das gleiche Resultat; zwischen allen Behandlungsgruppen

gibt es keine signifikanten Unterschiede. Abb. 3-47. gibt die Ergebnisse wieder.
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Abbildung 3-47. Grafische Darstellung der Anzahl TrkB-positiver Zellen pro mm? in der kontralate-
ralen periventrikuldren Region in 20-facher Vergroferung. Untersuchung innerhalb der scheinoperier-
ten Tiere (n = 4) sowie den Behandlungsgruppen MCAO + 0,9 % NaCl (n = 3), MCAO + Telmisartan
0,5 mg/kg/d (n = 4), Ramipril 0,02 mg/kg/d (n = 3), MCAO + Ramipril 0,2 mg/kg/d (n = 3) und
MCAO + Kombination 0,5/0,02 mg/kg/d (n = 3); Angabe in absoluten Werten

Zum Vergleich wurden die Ergebnisse beider Seiten in Abb. 3-48. gegeniiber gestellt.
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Abbildung 3-48. Grafische Darstellung der Anzahl TrkB-positiver Zellen pro mm?® in der ipsi- und kontralateralen
periventrikuldren Region in 20-facher VergroBerung. Untersuchung innerhalb der scheinoperierten Tiere (n = 4) sowie
den Behandlungsgruppen MCAO + 0,9 % NaCl (n = 3), MCAO + Telmisartan 0,5 mg/kg/d (n = 4), Ramipril 0,02
mg/kg/d (n =3), MCAO + Ramipril 0,2 mg/kg/d (n = 3) und MCAO + Kombination 0,5/0,02 mg/kg/d (n = 3); Angabe in
absoluten Werten; *p < 0,05 innerhalb der Behandlungsgruppe
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Basierend auf diesen Daten fehlt ein signifikanter Unterschied zwischen beiden Seiten bei den
scheinoperierten sowie bei den mit Telmisartan und der Kombination behandelten Tieren. Dage-
gen ist in der Vehikel- und beiden Ramipril-Gruppen eine signifikant niedrigere Zahl TrkB-
positiver Zellen auf der ipsilateralen im Vergleich zur kontralateralen Seite zu erkennen.

Bezieht man die ermittelte absolute Zahl TrkB-positiver Zellen der ipsilateralen Seite auf die

Gesamtzahl, zeigt sich das in Abb. 3-49. dargestellte Bild.

45 - 4

40 - I I
35 - I
30 -
25 -
20 -
15 -
10 -

periventrikuliren Penumbra [%]

Sham MCAO+0,9 MCAO + MCAO + MCAO + MCAO +
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Abbildung 3-49. Grafische Darstellung der Anzahl TrkB-positiver Zellen / Gesamtzellzahl pro mm?
in der ipsilateralen periventrikuldren Region in 20-facher Vergroferung. Untersuchung innerhalb der
scheinoperierten Tiere (n = 4) sowie den Behandlungsgruppen MCAO + 0,9 % NaCl (n = 3), MCAO
+ Telmisartan 0,5 mg/kg/d (n = 4), Ramipril 0,02 mg/kg/d (n = 3), MCAO + Ramipril 0,2 mg/kg/d (n
= 3) und MCAO + Kombination 0,5/0,02 mg/kg/d (n = 3); Angabe in %; *p < 0,05 vs. Sham, #p <
0,05 vs. MCAO + 0,9 % NaCl

Wihrend die Vehikel-sowie die Ramipril-Behandlungsgruppen im Vergleich zu den schein-
operierten Tieren signifikant niedrigere Werte aufweisen, lassen sich bei der Telmisartan-sowie
der Kombinationsbehandlung signfikant hohere relative Zellzahlen im Vergleich zur schein-
operierten Gruppe feststellen. Uberdies zeigen die Vorbehandlungen mit Telmisartan und der
Kombination eine signifikant hohere Zahl TrkB-positiver Zellen in Bezug zur Gesamtzellzahl im
Vergleich zur Vehikel-Gruppe.

Fiir die kontralaterale Seite lassen sich, wie in Abb. 3-50 erkennbar, keine signifikanten Unter-

schiede eruieren.
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Abbildung 3-50. Grafische Darstellung der Anzahl TrkB-positiver Zellen / Gesamtzellzahl pro mm®
in der ipsilateralen periventrikuldren Region in 20-facher VergroBerung. Untersuchung innerhalb der
scheinoperierten Tiere (n = 4) sowie den Behandlungsgruppen MCAO + 0,9 % NaCl (n = 3), MCAO
+ Telmisartan 0,5 mg/kg/d (n = 4), Ramipril 0,02 mg/kg/d (n = 3), MCAO + Ramipril 0,2 mg/kg/d (n
= 3) und MCAO + Kombination 0,5/0,02 mg/kg/d (n = 3); Angabe in %

Vergleicht man wiederum diesbeziiglich beide Seiten miteinander, ergeben sich in den MCAO-
Behandlungsgruppen mit 0,9 % NaCl, Telmisartan und Ramipril in der niedrigeren Dosis signi-
fikante Unterschiede. Wahrend die Vorbehandlung mit dem Vehikel sowie Ramipril in niedriger
Dosierung in einer signifikant niedrigeren relativen Zellzahl resultiert, ruft die Medikation mit
Telmisartan eine signifikant hohere Zahl TrkB-positiver Zellen in der ipsilateralen
periventrikuldren Region im Vergleich zur kontralateralen Seite hervor. In der Kombinations-
gruppe sowie der hoher dosierten Ramipril-Gruppe zeigen sich nur Tendenzen einer (im Falle
der Kombinantionsbehandlung, p = 0,057) hoheren bzw. (im Falle der hoheren
Ramiprildosierung, p = 0,09) niedrigeren relativen Zellzahl auf der zum Schlaganfall ispilateral
gelegenen Seite. Zwischen ipsi- und kontralateraler Seite der scheinoperierten Tiere ist kein Un-

terschied festzustellen. Abb. 3-51. veranschaulicht diese Ergebnisse.
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Abbildung 3-51. Grafische Darstellung der Anzahl TrkB-positiver Zellen / Gesamtzellzahl pro mm? in der ipsi- und
kontralateralen periventrikuldren Region in 20-facher Vergréferung. Untersuchung innerhalb der scheinoperierten Tiere
(n = 4) sowie den Behandlungsgruppen MCAO + 0,9 % NaCl (n = 3), MCAO + Telmisartan 0,5 mg/kg/d (n = 4),
Ramipril 0,02 mg/kg/d (n = 3), MCAO + Ramipril 0,2 mg/kg/d (n = 3) und MCAO + Kombination 0,5/0,02 mg/kg/d (n =
3); Angabe in %; *p < 0,05 innerhalb der Behandlungsgruppe
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4. Diskussion

4.1. Pilotstudie zur Dosisfindung

Der Schlaganfall erlangt sowohl durch die individuellen gesundheitlichen Einschrdnkungen, als
auch durch seine sozio- und gesundheitsokonomischen Folgen Bedeutung. Infolgedessen nimmt
die Pravention dieser Herz-Kreislauf-Erkrankung eine besondere Stellung ein. ARBs und ACE-
Inhibitoren erweisen sich in zahlreichen klinischen Studien im Rahmen der Primér- und auch
Sekundiarpravention als wirksame Therapeutika (70, 72, 73, 75, 146, 167, 168, 169, 170).
Dariiber hinaus lassen sich aufgrund von verschiedenen experimentellen Studien Blutdruck-
unabhédngige Wirkungen seitens der ARBs vermuten, die neben der Blutdruck-senkenden Eigen-
schaft dieser Substanzklasse zur Senkung der Inzidenz und Beeinflussung der Schlaganfallfolgen
fiihren konnten (131, 161, 162, 163, 166).

Vor Beginn der Hauptstudie dieser Arbeit wurde eine Pilotstudie zur Dosisfindung durchgefiihrt.
Zum einen sollte eine gleichermaBBen wirksame, ca. 90 %-ige Blockierung des RAS durch den
ARB Telmisartan und den ACE-Inhibitor Ramipril gewidhrleistet sein, zum anderen durfte der
systemische Blutdruck vor, wihrend und nach der Schlaganfallsimulation nicht beeinflusst wer-
den.

Fiir die Dosisfindung von Telmisartan und Uberpriifung dessen Fihigkeit, das RAS in vivo zu
blockieren, wurde Ang II mit einer Dosis von 50 ng/kg KG i. v. injiziert. Diese Dosierung fiihrte
im Rahmen anderer Arbeiten zu einer Zunahme des MAP von rund 40-50 mmHg (166, 218). Zur
Ermittlung der optimalen Ramipril-Dosis erfolgte die intravendse Injektion von Ang I. Um einen
anndhernd gleichen Anstieg des MAP mit Hilfe der Angiotensine zu erreichen, wurde die Wir-
kung von 50 ng/kg KG Ang II mit den Wirkungen verschiedener Dosierungen von Ang I ver--
glichen (siehe Abb. 3-1.). Dabei zeigte sich, dass die Gabe von 150 ng/kg KG Ang I einen anna-
hernd gleichen Anstieg des MAP (von 30-40 mm Hg) wie 50 ng/kg KG Ang II hervorruft. Nach
Gabe verschiedener Dosierungen von Telmisartan konnte der Anstieg des MAP, hervorgerufen
durch Ang II, abgeschwicht werden. Die Dosierung von 0,5 mg/kg KG zeigte sich dabei als jene
der getesteten Dosierungen, die gerade noch eine ca. 90 %-ige Abschwichung des MAP-
Anstiegs bewirkte (siche Abb. 3-2.). In den nachfolgenden Untersuchungen konnte mittels dieser
Dosis eine 24-stiindige Blockierung des RAS erreicht werden (siehe Abb. 3-5.). Zudem war kein
Einfluss auf den Blutdruck vor, wihrend und nach der Schlaganfallsimulation nach einer 5-
tagigen Vorbehandlung festzustellen (sieche Abb.3-6.). Um Blutdruck-unabhéngige Wirkungen

im Gehirn vermitteln zu kdnnen, miisste Telmisartan in der Lage sein, die BBB zu iiberwinden.
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Gohlke et al. konnten in einer Studie zeigen, dass die systemische Gabe von Telmisartan Ang I1-
vermittelte Wirkungen im Gehirn blockiert. Ein weiterer Beleg fiir den Ubertritt iiber die BBB
war eine Erhohung der Telmisartan-Konzentration im Liguor (219). Die geringste getestete
Ramipril-Dosis, die gerade noch den Ang I-induzierten MAP-Anstieg zu rund 90 % abschwich-
te, war 0,01 mg/kg KG (siehe Abb. 3-3.). Jedoch zeigte diese Dosierung keine 24 h-anhaltende
Blockierung des RAS, sodass die Dosis 2-mal tdglich appliziert wurde (siche Abb. 3-5.). Des
Weiteren ergaben sich keine Blutdrucksenkungen vor, wihrend und nach der
Schlaganfallsimulation (siche Abb. 3-6.). Bislang existieren noch keine Daten, die einen Uber-
tritt von Ramipril iber die BBB im Rahmen einer transienten, fokalen zerebralen Ischdmie bele-
gen. Dagegen konnte gezeigt werden, dass Ramipril in einer antihypertensiven Dosierung die
BBB iiberwinden kann (166). Aufgrund dessen, dass die gewihlte Ramipril-Dosis um eine
Zehnerpotenz kleiner als die gewéhlte Telmisartan-Dosis war und, um die Wahrscheinlichkeit
einer BBB-Penetration zu erhohen, wurde eine weitere Dosierung von Ramipril (2-mal téglich
0,1 mg/kg KG) untersucht, wobei jedoch wihrend der Schlaganfallsimulation ein signifikanter
Blutdruckabfall im Vergleich zur Vehikel-Gruppe zu sehen war. Ebenfalls wurde die Kombi-
nation der beiden Substanzgruppen auf deren Einfluss auf die Ang I- bzw. II- vermittelten
Wirkungen sowie auf den Blutdruck im Rahmen der MCAO untersucht. Dabei war sowohl eine
ca. 90 %-ge Unterdriickung der MAP-Anstiege, als auch ein fehlender Blutdruckabfall zu be-
obachten (siche Abb. 3-4. und 3-6.). Somit wurden die oben genannten Bedingungen fiir alle
Behandlungsgruppen, bis auf die Ramipril-Gruppe mit 0,2 mg/kg KG, vollkommen erfiillt, so-

dass Wirkungen jenseits der Blutdrucksenkung untersucht werden konnten.

4.2. Einfluss der Vorbehandlungen auf die Ergebnisse der in vivo-Untersuchungen

Die Blockade des RAS, insbesondere durch ARBs, kann das Auftreten von Schlaganfallen durch
viele Mechanismen beeinflussen, als Beispiele seien die Blutdrucksenkung, Verlangsamung der
Atheroskleroseentstehung oder Verbesserung der zerebralen Perfusion genannt (220). Eine wich-
tige Rolle unter diesen Beispielen spielt die Blutdrucksenkung. So verhindert die Langzeitbe-
handlung mit ACE-Inhibitoren oder ARBs das Auftreten eines Schlaganfalls bzw. erhoht die
Lebenserwartung in zu Schlaganfall-neigenden SHR (SHR-SP) (221, 222). Letztlich ist diese
neuroprotektive Wirkung auf die antihypertensiven Eigenschaften der beiden Substanzgruppen
zurlickzufiihren. Jedoch zeigen zahlreiche Studien, dass Losartan und andere Vertreter der
Sartane Infarkte und konsekutive Hirnddeme verhindern sowie die Uberlebensrate in SHR-SP

erhohen konnen, ohne den Blutdruck zu beeinflussen. So vermittelte die Gabe von 0,3 mg/kg KG
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Telmisartan in SHR-SP eine Verzdgerung der Schlaganfallentstehung und eine verlingerte Uber-
lebenszeit ohne gleichzeitige Blutdrucksenkung (220).

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss einer 5-tdgigen Vorbehandlung mit Telmisartan,
Ramipril und der Kombination aus beiden Substanzen, in jeweils subantihypertensiver Dosie-
rung, auf Infarktvolumen, neurologische Defizite und weitere klinische Parameter nach MCAO
untersucht. Dementsprechend sollten, anders als bei den oben beschriebenen SHR-SP-Studien,
Blutdruck-unabhingige Wirkungen im Rahmen einer fokalen zerebralen Ischdmie untersucht
werden, nicht dagegen der Einfluss auf die Inzidenz von Schlaganfillen. Der Erfolg der Gefal3-
okklusion wurde mit Hilfe von MRT-Untersuchungen und Laser-Doppler-gestiitzten Messungen
des CBF gewihrleistet. Bei Betrachtung der relativen, auf das Korpergewicht bezogenen, In-
farktvolumina (siehe Abb. 3-12.) zeigten sich Telmisartan und die Kombinationsbehandlung
wirksamer in der Reduktion des Volumens als beide Ramipril-Gruppen im Vergleich zur
Vehikel-Behandlung. Ebenso lieB3 sich ein signifikant verbesserter neurologischer Status 24 und
48 h nach der MCAO in der Telmisartan- und der Kombinationsgruppe erheben (siche Abb. 3-
13.). Beide Ramipril-Gruppen zeigten keinen Unterschied zur Vehikel-Gruppe. Daneben fiel auf,
dass die scheinoperierten Tiere nicht die zu erwartende Maximalpunktzahl in der Bewertungs-
skala erreichten. Als mogliche Ursache konnten die Nachwirkungen der Allgemeinanisthesie
und der postoperativen Analgesie gesehen werden. Hinsichtlich der Behandlungsschemata lasst
sich demnach eine verbesserte Erholung nach Ischdmie innerhalb der Telmisartan- und der
Kombinationsgruppe konstatieren. Gestiitzt wird dies durch die Tatsache, dass die Tiere in bei-
den Gruppen nach der Schlaganfallsimulation, wie auch die Sham-Gruppe, an Gewicht zunah-
men, wihrend man in der Vehikel- und den Ramipril-Gruppen Gewichtsverluste erkennen
konnte.

Diese gewonnen Daten stehen in Einklang mit verschiedenen in vivo-Studien, welche die
neuroprotektiven Eigenschaften der ARBs in Tiermodellen der fokalen zerebralen Ischdmie un-
tersuchten. Beispielsweise flihrte die intrazerebrovaskulidre Infusion von Irbesartan 5 Tage vor
der MCAO zu einer signifikanten Verminderung neurologischer Defizite und zu einer vermin-
derten Expression von c-Fos und c-Jun. (209). Dagegen konnten diese Ergebnisse bei peripherer
Applikation von Irbesartan nicht reproduziert werden. Fiir Candesartan wurden diesbeziiglich
andere Daten erhoben. So fiihrte eine 5-tdgige systemische Vorbehandlung in niedriger Dosie-
rung vor der MCAO zu einem kleineren Infarktvolumen und einer beschleunigten Erholung.
Dariiber hinaus bewirkte eine postischdmische Gabe von Candesartan in dhnlich niedriger Dosie-
rung ebenfalls einen verbesserten neurologischen Status und ein vermindertes Infarktvolumen

(220). Ursache dieses Unterschieds zwischen den beiden Sartanen konnte in der unter-
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schiedlichen Fihigkeit zur Uberwindung der BBB sein, die im Falle von Candesartan weitaus
grofer ist. Zudem ist die Bindungsaffinitit zum AT;-R. groBer als die von Irbesartan (219).
Telmisartan erwies sich in Studien als fihig, nach peripherer Applikation Ang II-induzierte zere-
brale Wirkungen wie MAP-Anstieg, ADH-Freisetzung und verstérktes Trinkverhalten abzu-
schwichen. Dabei waren geringere Dosierungen notwendig als flir Irbesartan oder Losartan. Als
ursidchlich wird aber nicht eine stirkere Bindungsaffinitdt wie bei Candesartan angenommen,
sondern der groBere Oktanol/Wasser-Verteilungskoeffizient von Telmisartan im Vergleich zu
Irbesartan oder Losartan. Infolgedessen soll die Fahigkeit Telmisartans, die BBB zu passieren,
groBer sein als die der beiden anderen Sartane. Dennoch lésst sich ein Unterschied zwischen der
vorliegenden und der mit Candesartan durchgefiihrten Studie feststellen. In der letzteren waren
auch die absoluten Infarktvolumina in der Candesartan-Gruppe signifikant kleiner als die der
Vehikel-Gruppe (166). Grund dieser Tatsache konnte die starkere Bindung an den AT, -R. durch
Candesartan sein.

Fiir Telmisartan selbst gibt es bisher kaum Studien, die wie in der vorliegenden Arbeit den Ein-
fluss einer Vorbehandlung in subantihypertensiver Dosierung auf Infarktvolumen etc. untersuch-
ten. Kobayashi et al. betrachteten den Einfluss verschiedener Dosierungen auf das Infarktvolu-
men und auf neurologisch fassbare Defizite. Dabei zeigte sich nur bei der hochsten getesteten
Dosis (1 mg/kg KG) eine Beeinflussung des Schlaganfallvolumens, welches in dieser Gruppe
signifikant niedriger war als in der Vehikel-Gruppe. Auch hinsichtlich der neurologischen Defi-
zite fand sich lediglich in der Gruppe mit 1 mg/kg KG eine signifikante Verbesserung. Die ande-
ren getesteten Dosierungen von 0,25 bzw. 0,5 mg/kg KG zeigten in keiner Untersuchung eine
Verdanderung im Vergleich zum Vehikel. Vergleicht man diese Studie und die hier vorliegende
miteinander, lassen sich durchaus Gemeinsamkeiten finden. So konnten beide Studien zeigen,
dass eine Telmisartan-Vorbehandlung in der Lage ist das Infarktvolumen zu verringern und neu-
rologische Defizite zu verbessern. Weiterhin wurde der Blutdruck wéhrend der
Schlaganfallsimulation in beiden Studien arteriell gemessen. Allerdings bestehen auch z. T. er-
hebliche Unterschiede im Studiendesign. Beispielsweise handelt es sich in der vorliegenden Ar-
beit um die Simulation einer fokalen, transienten Ischdmie, die eine Reperfusion nach 30-
miniitiger Okklusionszeit erlaubt. Im Gegensatz dazu nutzten Kobayashi et al. ein Modell des
permanenten Gefdllverschlusses mittels Elektrokoagulation der A. cerebri media. In Anbetracht
einer endogenen Thrombolyse oder von Interventionen im Rahmen der Akuttherapie des Schlag-
anfalls, erscheint das in der vorliegenden Arbeit genutzte Modell der transienten Ischimie weit-
aus besser auf den Menschen iibertragbar. Auch hinsichtlich der Ergebnisse bestehen Unter-

schiede. So konnten positive Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit bereits bei einer geringeren
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Dosis von 0,5 mg/kg KG erzielt werden. Dariiber hinaus war die Vorbehandlungszeit mit 5 Ta-
gen um 2 Tage kiirzer als in der Studie von Kobayashi et al.. Des Weiteren wurden die Infarkt-
volumina 24 h nach der MCAO ermittelt, d. h. 24 h frither als in der vorliegenden Arbeit. Eine
wichtige Voraussetzung zur Uberpriifung Blutdruck-unabhingiger Wirkungen war die fehlende
Blutdrucksenkung vor, wahrend und nach der MCAO. Zwar wird in der Studie von Kobayashi et
al. erwihnt, dass sich der MAP vor und kurz nach Beginn der Ischimie nicht dnderte und auch
zwischen den einzelnen Gruppen keine Unterschiede bestanden, es werden jedoch keine Werte
angegeben. Zudem fehlen Daten fiir den zeitlichen Verlauf des Blutdruckes, wie sie in der vor-
liegenden Arbeit dargestellt werden. Ebenso mangelt es an einer Vergleichsgruppe, bei der die
GefiBBokklusion nicht vollzogen wurde. Hervorzuheben ist weiterhin, dass die Studie die Ergeb-
nisse der Telmisartan-Gruppen nicht mit anderen RAS-blockierenden Pharmaka vergleicht. Im
Gegensatz dazu wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Ergebnisse der Telmisartan-
Gruppe, sowohl mit Ramipril als Vertreter der ACE-Inhibitoren, als auch mit der Kombination
beider Substanzen verglichen. In der Studie von Kobayashi et al. war das absolute Infarktvolu-
men signifikant niedriger und nicht nur das relative, wie die erhobenen Daten dieser Arbeit zei-
gen. Somit stehen die Daten der Studie teilweise sogar im Widerspruch mit denen der vorliegen-
den Arbeit. Auch die Tatsache, dass in der vorliegenden Arbeit bereits die Telmisartan-
Dosierung von 0,5 mg/kg KG eine Verbesserung der neurologischen Defizite bewirkte, macht
den direkten Vergleich beider Studien schwerer. Zwar kann beziiglich der Volumina spekuliert
werden, dass durch die Verwendung der hoheren Dosierung von 1 mg/kg KG und die um 2 Tage
langere Vorbehandlung eine stirkere Blockade zentraler AT;-R. hervorgerufen hatte und damit
letztlich auch die absoluten Schlaganfallvolumina signifikant gesenkt werden konnten. Dennoch
muss in Anbetracht der oben beschriebenen Unterschiede und Mingel in der Studie von
Kobayashi et al. im Vergleich zu der hier vorgestelltenStudie die Validitdt der Ergebnisse hinter-
fragt werde, u. a. fehlen Daten, die eine fehlende Blutdrucksenkung belegen. So kann man nicht
sicher von Blutdruck-unabhingigen Wirkungen ausgehen, die von Kobayashi et al. erhoben
wurden (223).

Verantwortlich fiir die Uberlegenheit des ARBs Telmisartan und der Kombination gegeniiber der
beiden Ramipril-Dosierungen im Rahmen der vorliegenden Arbeit ist vermutlich die vermehrte
Aktivierung von unbesetzten AT,-R.. Als Resultat der Telmisartan-Medikation wird der AT;-R.
blockiert, infolgedessen die typischen Ang II-vermittelten Wirkungen abgeschwicht werden und
die Ang II-Konzentration im Plasma durch ein fehlendes, da ebenfalls blockiertes, negatives
Feedback ansteigt. Die vermehrten Ang II-Molekiile kdnnen somit den AT,-R. aktivieren und

durch ihn vermittelte, neuroprotektive Wirkungen entfalten. Diese These der vermehrten AT,-R.-
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Aktivierung als Ursache der Uberlegenheit wird durch die Tatsache unterstiitzt, dass eine gleich-
zeitige Blockade des AT,-R. zu einer Reversion der beobachteten Effekte in einer anderen Studie
zur Folge hatte (220). Wird das ACE dagegen durch Ramipril blockiert, verringert sich die
Plasmakonzentration von Ang II, welches wegen einer fehlenden Rezeptorblockade, an beide
AT-R. binden kann. Wahrscheinlich liegt auch hier die Ursache dafiir, weshalb die Kombinati-
onstherapie gegeniiber der Telmisartan-Behandlung keinen Vorteil erbringt. Die zusitzliche
ACE-Inhibition bewirkt zwar eine stdrkere Blockierung des RAS, jedoch wird jene Ang-II-
Konzentration vermindert, die durch die AT;-Blockade erhoht wurde. Netto scheinen sich die
zusitzliche ACE-Hemmung und die zugleich verminderte Ang II-Konzentration im Rahmen der
Kombinationsbehandlung aufzuheben. Eine weitere Ursache fiir die Unterlegenheit Ramiprils
konnte der ungewisse BBB-Ubertritt sein. Bisher untersuchten nur wenige Studien diesen ACE-
Inhibitor auf dessen Fihigkeit die BBB zu passieren (224, 225). Dabei konnte man zeigen, dass
eine 7-tdgige orale Appliktion von 10 mg/kg KG Ramipril in Ratten zu einer Hemmung des ACE
in GroBhirnrinde, Hypothalamus und Hirnstamm fiihrte. Zudem ergaben sich Hinweise darauf,
dass der BBB-Ubertritt in Abhéngigkeit von der Lipophilie passiere (225). Diese Fragestellung
wurde in einer anderen Studie untersucht, welche die Beziehung des Oktanol/Wasser-
Verteilungskoeffizienten verschiedener ACE-Inhibitoren und deren Fahigkeit zur BBB-Passage
gegeniiberstellte. Dabei zeigte sich, dass eine steigende Lipophilie mit einem besseren BBB-
Ubertritt verbunden ist. Des Weiteren wurde ein Carrier-vermittelter Mechanismus fiir hydro-
philere Vertreter der Substanzgruppe postuliert (226). Experimente an Ratten ergaben auflerdem,
dass ein, durch Ang-I hervorgerufenes, gesteigertes Trinkverhalten durch die periphere Gabe von
Ramipril, Enalapril und Captopril abgeschwicht wurde (224). Diese Daten sprechen dafiir, dass
das, im Vergleich zu seinen anderen Vertretern der Substanzgruppe lipophilere, Ramipril die
BBB iiberwinden kann, jedoch hohe Konzentrationen notwendig sind. Dies wirft die Frage auf,
inwieweit die subantihypertensive Dosierung von 0,02 mg/kg KG in der Lage war, die BBB zu
passieren und Blutdruck-unabhdngige Effekte zu entfalten. In der von Krikov et al. durchgefiihr-
ten Studie, die dhnliche Bedingungen wie die vorliegende Arbeit voraussetzte, war Ramipril in
gleicher Dosierung ebenfalls dem Sartan beziiglich des Infarktvolumens und des neurologischen
Status unterlegen (166). Das Gleiche galt auch fiir die hohere Dosis von 0,2 mg/kg KG, welche
ebenso in der vorliegenden Arbeit der Telmisartan- und der Kombinationsgruppe unterlegen war.
Eine Erkldrung dafiir konnte zum einen sein, dass auch diese Konzentration zu gering fiir einen
BBB-Ubertritt war. Zum anderen konnten im Falle einer erfolgreichen Passage der BBB die po-
tentiellen neuroprotektiven Effekte durch den Blutdruckabfall wihrend der MCAO aufgehoben

worden sein.
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4.3. Einfluss der Vorbehandlungen auf die Ergebnisse der in vitro-Untersuchungen

Neben Verdanderungen hinsichtlich InfarktgroBBe, Gewichtsverhalten oder in der neurologischen
Beurteilung wurde im Rahmen von in vitro-Untersuchungen nach weiteren Effekten einer Vor-
behandlung sowie nach moglichen Ursachen fiir Unterschiede zwischen den einzelnen Behand-
lungsgruppen gesucht. Zum einen wurde der Einfluss auf proinflammatorische, zum anderen auf
neuroprotektive Mechanismen betrachtet. Dazu wurden nukleotidanalytische sowie immun-
fluoreszenzzytochemische Methoden herangezogen. Mittels RT-PCR erfolgte die Untersuchung
der Genexpression von TNF-a, II-6, BDNF und TrkB. Weiterhin wurden angefertigte
Kryoschnitte auf histologische Verdnderungen beziiglich Gesamtzellzahl, Neuronenzahl, TNF-a-
, 11-6- und TrkB-positiver Zellen untersucht. Fiir die Auswertung der gefirbten Kryoschnitte
wurde die periventrikulire Penumbra respektive die zum Schlaganfall kontralateral gelegene,
periventrikuldre Region in jeder Behandlungsgruppe betrachtet. Die Wahl der Region erfolgte
zum einen aufgrund der bekannten Verteilung von AT;-R. in der periventrikuldren Region (227),
zum anderen aus dem Grund, dass die Betrachtung der jeweils gleichen Region eine bessere
Vergleichbarkeit der verschiedenen Gruppen bietet.

Wie unter 1.4. beschrieben, korrelieren hohe Werte von TNF-a mit einer Verschlechterung neu-
rologischer Defizite sowie mit einem erhdhten Infarktvolumen (199). Dabei kann TNF-a u. a.
durch die Potenzierung der Glutamat-Toxizitdt und die gesteigerte Expression von ICAM-1,
VCAM-1, COX-2, iNOS sowie MMPs zu einer Schiadigung neuronalen Gewebes fiihren (202).
Studien zeigten, dass sich die Expression von TNF-a und die des AT;-R. gegenseitig bedingen.
So fiihrte TNF-a in einer von Peng et al. durchgefiihrten Studie zu einer Steigerung der AT;-R.-
Expression (228). Ferner war in einer anderen Studie mit glatten, humanen GefaBmuskelzellen
die Aktivierung des AT;-R. durch Ang II mit einer Erhohung der Proteinkonzentration des
TRAF-2 verbunden (229). Demgegeniiber zeigten Studien, dass die Blockierung des AT,-R. eine
Herunterregulierung der Genaktivitdit von TNF-a zu Folge hat. Beispielsweise fiihrte der ARB
Candesartan zu einer Verminderung einer Stress-induzierten TNF-a-Expression in Ratten (230).
Ebenso rief der ARB Olmesartan in Mausen eine Inhibierung der TNF-a-Expression hervor
(231). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass mittels der ACE-Inhibitoren Captopril,
Enalapril und des ARB Losartan die TNF-a-induzierte VEGF-Expression in mesothelialen Zel-
len abnimmt (232). In einer anderen Studie flihrte der ARB Losartan zu einer Abnahme des
Hypoxie-induzierten Zellschadens in Astrozyten und der TNF-a-Freisetzung. Dabei wurde dieser
Effekt durch eine zusitzliche Blockade des AT,-R. nicht aufgehoben, was flir eine AT,-R.-
unabhingige Wirkung des ARB spricht (233). Fiir Irbesartan, als weiteren ARB, konnte eine
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durch ihn vermittelte Verminderung der Expression des 16slichen TNFR-2 in Patienten mit friih-
zeitiger Atherosklerose gezeigt werden (234). Neben diesen Studien, die einen Zusammenhang
zwischen AT;-R. und TNF-a-Expression belegen, wurde in einer Studie bei Patienten mit un-
komplizierter Hypertonie gezeigt, dass Losartan keinen Effekt auf die TNF-a-Spiegel im Plasma
hat (235). Diese Erkenntnisse sprechen dafiir, dass die Expressions-vermindernde Wirkung der
Sartane abhidngig vom Grad des pathologischen Zustands der verschiedenen Gewebe sein konnte
und, dass nicht-erhdhte TNF-a-Plasmaspiegel von einer AT,-R.-Blockade unbeeinflusst bleiben.
Wie fiir TNF-a gibt es fiir [I-6 ebenfalls Hinweise darauf, dass hohe Werte mit einem groB3eren
Infarktvolumen assoziiert sind (6). Daneben korreliert eine hohe Plasmakonzentration mit einem
erhohten Risiko eines Reinfarkts (207). Bekannt ist, dass Ang Il zu einer erhohten I1-6-
Freisetzung fiihrt (229, 236). Umgekehrt bewirkt I1-6 in glatter GefiBmuskulatur der Ratte eine
gesteigerte Genexpression und Proteinsynthese des AT;-R. (237). Dass der AT;-R. eine wesent-
liche Rolle in der Ang II-vermittelten Hochregulierung der I1-6-Expression spielt, wurde durch
verschiedene Studien belegt. Beispielsweise flihrte die AT;-R-Blockade in menschlichen
Adipozyten durch Candesartan zu einer Abschwédchung bzw. Inhibition des stimulierenden Ef-
fekts auf die I1-6-Expression durch Ang II (238). In gleicher Weise wurde die Ang II-mediierte
Expressionssteigerung durch die AT;-R.-Blockade in mesangialen Zellen der Maus in einer an-
deren Studie inhibiert (239). In diesem Zusammenhang konnte durch weitere Studien gezeigt
werden, dass die ARBs Candesartan und Losartan zu einer Verminderung einer
Lipopolysaccharid-vermittelten I1-6-Sekretion in menschlichen Monozyten, Ratten und Nagetie-
ren flihren (240, 241, 242) oder im Rahmen einer experimentellen Ischdmie der Niere in Ratten
eine Senkung der Il-6-Expression hervorrufen (243). Dagegen fehlte ein derartiger Effekt in
einer Studie, die den Einfluss von Telmisartan auf T-Zellen in stabilen Patienten mit arterieller
Hypertonie oder KHK auf die I1-6-Expression untersuchte. Jedoch kann spekuliert werden, dass
die fehlende Expressionsminderung spezifisch flir T-Zellen ist oder der fehlende Effekt auf den
guten Zustand der Patienten zuriickzufiihren ist, wodurch pathologische Werte der I1-6-
Konzentration im betrachteten Patientengut nicht vorhanden waren (244).

Bei Betrachtung der Genexpression der proinflammatorischen Zytokine TNF-a und II-6 zeigte
sich in der vorliegenden Arbeit, dass lediglich die Kombinationsbehandlung gegeniiber der Ve-
hikel-Behandlung eine signifikante Senkung der Expression hervorrief (siche Abb. 3-14. und
3-15.). Zwar fand sich fiir Telmisartan beziiglich der I1-6-Expression auch ein geringerer Wert,
jedoch verfehlte die Behandlung das Signifikanzniveau. Beziiglich der TNF-o-Genexpression
fand sich in der Telmisartan-Gruppe keine Tendenz; stattdessen waren vergleichbare Werte im

Vergleich zur Vehikel-Gruppe festzustellen. Wahrend die Genexpression der 2 untersuchten
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proinflammatorischen Marker im Bereich des Schlaganfalls und der Umgebung demnach nur
durch die Kombinationsbehandlung beeinflusst wird, zeigt sich bei der Auswertung der
immunfluoreszenzzytochemischen Farbungen ein anderes Bild. Beriicksichtigt man ausschlie3-
lich die absolute Zahl Il-6-positiver Zellen in der Penumbra, so findet sich zwischen allen Be-
handlungsgruppen kein signifikanter Unterschied (siche Abb. 3-29). Diese Tatsache scheint auf
den ersten Blick zu iiberraschen. In Studien ergab sich ein signifikanter Anstieg von I1-6 mit Er-
reichen eines Plateaus innerhalb von 10 h bis 3 Tagen nach einem Schlaganfall (33). Dabei ist
anzunehmen, dass in der scheinoperierten Gruppe keine erhdhten bzw. niedrigere Werte als in
den Schlaganfallgruppen zu finden sein sollten. Dennoch ldsst sich kein Unterschied zwischen
den Gruppen feststellen. Die Totung der Tiere erfolgte 2 Tage nach der Schlaganfallsimulation,
sodass die Wahrscheinlichkeit sehr hoch sein miisste, dass erhohte Werte fiir 11-6 vorgefunden
werden. Zieht man aber die Gesamtzahl aller Zellen hinzu und berechnet den relativen Anteil I1-
6-postiver Zellen (siche Abb. 3-33.), zeigt sich das erwartete Bild. In sidmtlichen
Schlaganfallgruppen ist eine signifikant hohere Anzahl I1-6-positiver Zellen pro Gesamtzellzahl
zu sehen. Die Ursache der anndhernd gleichen absoluten Zellzahlen und des Unterschieds bei
Auswertung der relativen Zellzahlen konnte darin liegen, dass in den Schlaganfallgruppen mehr
[1-6-negative Zellen zu Grunde gehen als I1-6-postive Zellen. In der Folge unterscheiden sich die
Gruppen hinsichtlich der absoluten Zellzahl nicht. Wird der Sachverhalt dagegen relativ betrach-
tet, wird dieser Umstand mit einbezogen. Zwischen den einzelnen Schlaganfallgruppen findet
sich dariiber hinaus auch kein Unterschied hinsichtlich der relativen Zahl I1-6-positiver Zellen.
Jedoch ist tendenziell eine hohere Zahl in der Kombinations-Gruppe im Vergleich zur Vehikel-
Gruppe zu sehen. Dies konnte dadurch erkldrt werden, dass die Kombinationsbehandlung mit
einer hoheren Gesamtzellzahl in der Penumbra verbunden ist und sich somit auch mehr Zellen
positiv fiir [1-6 anfarben lassen. Letztlich ist dieser Befund aber nicht signifikant. Auf der kontra-
lateralen Seite des Schlaganfalls wiirde man keine Unterschiede zwischen den einzelnen Grup-
pen erwarten, sowohl fiir die absolute, als auch fiir die relative Anzahl positiv gefarbter Zellen,
da eine ischimische Schidigung hier nicht vorlag. Diese Erwartung bestitigte sich bei der Uber-
priifung der gewonnenen Daten (siche Abb. 3-31. und 3-34.). Ferner wiirde man beim Vergleich
der absoluten Zellzahl von ipsi- und kontralateraler Seite einen hoheren Wert auf der
ipsilateralen Seite erwarten, jedoch sind keine Unterschiede festzustellen (siche Abb. 3-32.). Be-
griinden konnte man diesen Umstand ebenfalls damit, dass im Ergebnis mehr Il-6-negative Zel-
len in der Penumbra im Rahmen des Infarkts zu Grunde gegangen sind und sich die Werte beider
Seiten anndhern. Relativ gesehen, findet sich auf der kontralateralen Seite kein Unterschied

zwischen allen Gruppen, was der oben beschriebenen Vorstellung entspricht (siche Abb. 3-34.).
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Ebenso zeigt der Vergleich der relativen Zellzahl zwischen beiden Seiten, dass ipsilateral pro-
zentual mehr Zellen positiv fiir I1-6 sind. Innerhalb der Sham-Gruppe findet sich, wie anzuneh-
men war, kein Unterschied (sieche Abb. 3-35.). Wéhrend die Vorbehandlung mit einem RAS-
blockierenden Medikament keinen Einfluss auf die absolute sowie relative Zellzahl I1-6-positiver
Zellen hat, konnen fiir TNF-a andere Schliisse gezogen werden. Zwar findet sich bei Betrach-
tung der absoluten Zahl TNF-a-positiver Zellen auf der ipsilateralen Seite analog zur II-6-
Auswertung ebenfalls kein Unterschied zwischen den Schlaganfallgruppen (siche Abb. 3-37),
beriicksichtigt man jedoch die Gesamtzellzahl in der Penumbra, so zeigt sich zum einen, dass
alle Schalaganfallgruppen im Vergleich zur Sham-Gruppe erhdhte relative Zellzahlen aufweisen
und zum anderen, dass die Vorbehandlung mit Telmisartan und der Kombination zu einer signi-
fikanten Abnahme der TNF-a-positiven Zellen im Vergleich zur Vehikel-Gruppe fiihrte (siche
Abb. 3-41.). Die hoheren Werte in allen Interventionsgruppen stehen in Einklang mit der Vor-
stellung, dass die TNF-a-Konzentration nach einem Schlaganfall steigt (33). Die niedrigeren
Werte in der Telmisartan- bzw. Kombinationsgruppe scheinen mit der AT;-R.-blockierenden
Wirkung zusammenzuhidngen. Passend zu dieser Annahme ist die Tatsache, dass die Vorbehand-
lung mit einem ACE-Inhibitor keine diesbeziigliche Wirkung erkennen ldsst, wobei eine Ten-
denz auch in diesen Gruppen zu sehen ist. Kontralateral war sowohl die absolute, als auch die
relative Zahl TNF-a-positiver Zellen betreffend kein Unterschied zwischen den Gruppen festzu-
stellen, was den Vorstellungen entspricht, dass die fehlende Ischdmie auf der kontralateralen
Seite zu keiner Verdnderung fiihrt (siche Abb. 3-39. und 3-42.). Beim Vergleich zwischen beiden
Seiten war ebenfalls kein Unterschied beziiglich der absoluten Zahl TNF-a-positiver Zellen fest-
zustellen (siehe Abb. 3-40.). Wahrscheinlich beruht dieser Fakt wiederum auf der Annahme ei-
nes umfassenderen Zelluntergangs seitens der TNF-o-negativen Zellen. Untersucht man die
relative Zellahl beider Seiten féllt auf, dass innerhalb der Ramipril-Gruppe mit der héheren Do-
sierung ein signifikanter Unterschied fehlt, auch wenn eine Tendenz zu erkennen ist (siche Abb.
3-43.). Ursdchlich konnte die hohe Standardabweichung sein, die unter Verwendung einer hdhe-
ren Anzahl von Tieren das Signifikanzniveau weniger beeinflussen konnte. Wie auch bei 11-6
besteht innerhalb der scheinoperierten Gruppe kein Unterschied, welcher auch nicht zu erwarten
war.

Zusammenfassend zeigten sich auf mRNA-Ebene im Gebiet des Schlaganfalls und der Penumbra
eine Abnahme der I1-6- und TNF-a-Expression unter der Vorbehandlung mit der Kombination
sowie eine Abnahme der relativen Zahl TNF-a-positiver Zellen in der Penumbra nach Vorbe-
handlung mit Telmisartan und der Kombination. Damit stehen die Daten teilweise in Einklang

mit anderen Ergebnissen verschiedener Studien. Wie oben beschrieben, konnten viele Studien
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ebenfalls zeigen, dass eine AT;-R.-Blockade zu einer Verminderung der TNF-a- sowie Il-6-
Expression flihrt. Jedoch gibt es diesbeziiglich kaum Daten fiir Telmisartan. Den oben genannten
Studien entsprechend war in der Telmisartan- und der Kombinationsgruppe die relative Zahl
TNF-a-positiver Zellen in der Penumbra geringer, dagegen fehlt diese Beobachtung bei der Un-
tersuchung von I1-6. Ferner iiberrascht es, dass die Genexpression der beiden Marker nur durch
die Kombination und nicht durch Telmisartan allein verringert wurde. Ohne Hinterfragen der
Ursachen konnte man schlussfolgern, dass Telmisartan allein seine Blutdruck-unabhingigen
Wirkungen primér in der Penumbra entfaltet und nicht in der Schlaganfallregion allgemein, de-
ren Flache bei der Quantifizierung der mRNA ebenfalls mit einbezogen wurde. In diesem Areal
scheint die RAS-Blockade durch die Kombinationsbehandlung hinsichtlich der Expression von
TNF-a und 11-6 der alleinigen Telmisartan-Gabe iiberlegen zu sein. Daher ist anzunehmen, dass
in dieser Schlaganfallregion die Stirke der RAS-Blockierung eine grofere Rolle spielt, da diese
in der Kombinationsgruppe stiarker bzw. umfassender war und mit der AT,;-R.-Blockade allein
nicht zu erklaren ist. Ursache des fehlenden Einflusses der AT;-R.-Blockierung auf die Zahl 11-6-
positiver Zellen in der Penumbra bleibt spekulativ; so konnte die Dosierung fiir eine derartige
Beeinflussung nicht hoch genug gewesen sein. Die Ergebnisse der in vivo-Untersuchungen ergab
keinen Unterschied zwischen der Telmisartan- und der Kombinationsbehandlung. Insofern ist es
fraglich, dass die verminderte Expression der beiden proinflammatorischen Marker in der ge-
samten Schlaganfallregion einen groflen Einfluss auf Infarktvolumina oder die neurologischen

Defizite hat. Vielmehr scheint die Beeinflussung dieser Vorgange in der Penumbra entscheidend.

Neben den proinflammatorischen Markern I1-6 und TNF-a wurde die Genexpression der neuro-
trophischen Faktoren BDNF und TrkB sowie die Zahl TrkB-positiver Zellen untersucht. In Tier-
experimenten konnte gezeigt werden, dass die Gabe von BDNF in der akuten Phase nach einem
Schlaganfall zu einer Verkleinerung des kortikalen Infarktvolumens fiihrt (193, 245); die verzo-
gerte Applikation dieses Neurotrophins vermittelt dagegen vor allem die Verbesserung
sensorimotorischer Funktionen (245).

Da im Allgemeinen nach einer Ischimie neuronalen Gewebes eine Expressionssteigerung von
Neurotrophinen beobachtet wird (246), stellt diese Reaktion des Korpers eine Form der endoge-
nen Neuroprotektion dar. Viele Studien, die in Tiermodellen eine Steigerung der BDNF-
Genexpression hervorriefen, konnten bisher nicht auf den Menschen iibertragen werden. Denk-
bar wire die periphere Applikation von BDNF im Rahmen einer zerebralen Ischdmie, jedoch

wird dies durch die schlechte Passage von BDNF durch die BBB sowie die kurze Halbwertszeit
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von weniger als 10 min erschwert (247). Daher wire ein weiterer Ansatz, die Bildung von endo-
genem BDNF durch Einsatz anderer Pharmaka zu erhdhen.

Studien, die den Einfluss des RAS auf die Bildung von Neurotrophinen beschreiben, wurden
bislang kaum publiziert und sind tiberdies nicht widerspruchsfrei. Wéhrend man zeigen konnte,
dass Ang II die Expression von BDNF in Zellen der Nebennierenrinde steigert (248) und die
Konzentration von NGF erhoht (249), demnach durchaus neuroprotektive Eigenschaften vermit-
teln kann, ist die Datenlage hinsichtlich der ARBs uneindeutig. Beispielsweise fiihrte Losartan in
einer Studie zu einer Abnahme der NGF-Konzentration, welche zuvor durch mechanische Ner-
vendehnung erhoht wurde (250). Demgegentiiber wurde nach Olmesartan eine verbesserte Rege-
neration des Nervus ischiadicus in diabetischen Ratten beobachtet, welche mit einer Expressi-
onssteigerung von NT-3 verbunden war (251). Krikov et al. zeigten in einer Studie, dass die
Vorbehandlung mit Candesartan in einem Schlaganfallmodell mit fokaler Ischdmie der A.
cerebri media zu einer Steigerung der TrkB-Genexpression und zu einer erhohten Protein-
synthese von TrkB fithrt. Die BDNF-Expression blieb durch die Vorbehandlung unbeeinflusst
(166).

In der vorliegenden Studie fanden sich auf Genexpressionsebene bei den Markern BDNF und
TrkB keine Unterschiede zwischen allen Gruppen, d. h. die Vorbehandlung mit einem RAS-
blockierenden Medikament, unabhidngig von dessen Pharmakodynamik, hatte keinen Einfluss
auf die mRNA-Konzentration (siche Abb. 3-16. und 3-17.). Dass die BDNF-Expression durch
die RAS-Blockade unbeeinflusst bleibt, wurde ebenso in der Studie von Krikov et al. beobachtet
(166). Ferner war in jener Studie die BDNF-Expression in allen Interventions-Gruppen im Ver-
gleich zur Sham-Gruppe grofer. Aufgrund dessen, dass im Rahmen der vorliegenden Arbeit kei-
ne Daten fiir die Sham-Gruppe hinsichtlich der Expression erhoben wurden, kann ein Vergleich
diesbeziiglich nicht durchgefiihrt werden. Des Weiteren fand sich in jener Studie eine erhdhte
TrkB-Expression nach der Candesartan-Vorbehandlung. Fiir Telmisartan konnte in der vorlie-
genden Arbeit keine Wirkung auf die TrkB-Expression gezeigt werden. Ursache dieser fehlen-
den Wirkung auf die Expression beider neurotrophischer Marker konnte wiederholt die starkere
Affinitdt Candesartans fir den AT;-R. und somit eine stiarkere Blockade des RAS auf
Rezeptorebene sein.

Fiir TrkB wurden auch immunfluoreszenzzsytochemische Untersuchungen vorgenommen. Be-
trachtet man die absolute Zahl TrkB-positiver Zellen féllt auf, dass alle Interventions-Gruppen
eine geringere Zahl positiver Zellen im Vergleich zur Sham-Gruppe aufweisen. Dariiber hinaus
fithrte die Vorbehandlung mit Telmisartan und der Kombination zu einer signifikanten Zunahme

der Zahl positiver Zellen im Vergleich zur Vehikel-Behandlung (siehe Abb. 3-45.). Kontralateral
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war kein Unterschied festzustellen (siche Abb. 3-47.). Die Tatsache, dass in allen
Schlaganfallgruppen eine verringerte Zahl TrkB-positiver Zellen zu finden war, ist iiberraschend
und steht damit nicht in Einklang mit den Beobachtungen, dass eine zerebrale Ischdmie mit einer
Expressionssteigerung von neurotrophischen Faktoren verbunden ist. Eine mogliche Erkldrung
konnte der Zelluntergang in den Schlaganfallgruppen sein, woraus letztlich die geringere
Zellzahl resultiert. Dennoch wird anhand der Daten ersichtlich, dass die Vorbehandlung mit
Telmisartan sowie der Kombination gegeniiber der Vehikel- und der beiden Ramipril-
Behandlungen iiberlegen ist. Der fehlende Effekt auf der kontralateralen Seite lasst sich durch
die fehlende Ischdmie erkldren. Vergleicht man beide Seiten miteinander, findet sich in der
Sham-, Telmisartan- und der Behandlungsgruppe kein Unterschied, in den {ibrigen Gruppen da-
gegen ist kontralateral die absolute Zahl hoher, was die positive Wirkung der Telmisartan- bzw.
Kombinationsbehandlung unterstreicht (siche Abb. 3-48.). Die Ergebnisse werden bei Hinzuzie-
hen der Gesamtzellzahl noch deutlicher (siehe Abb. 3-49). So zeigen die Telmisartan- und die
Kombinationsgruppe eine signifikant hohere relative Zahl TrkB-positiver Zellen sowohl im Ver-
gleich zu Vehikel-, als auch zur Sham-Gruppe. Dagegen fiihrte die Vorbehandlung mit einem
Vehikel oder Ramipril zu einer signifikant niedrigeren relativen Zellzahl. Damit bestétigen diese
Ergebnisse teilweise die Beobachtungen aus der Studie von Krikov et al., in der gezeigt werden
konnte, dass die Gabe eines AT;-Blockers zu einer Zunahme von TrkB fiihrt, die Gabe eines
ACE-Inhibitoren dagegen keine zusétzliche Wirkung entfaltet. Allerdings bleibt es {iberraschend,
dass trotz Hinzuziehens der Gesamtzellzahl in den nicht-AT;-R.-blockierenden Interventions-
Gruppen weiterhin kleinere Werte als in der Sham-Gruppe vorliegen. Wie zuvor beschrieben,
konnte der hohere Zellverlust im Rahmen des Infarkts Ursache dessen sein. Kontralateral gab es
wiederholt keine Unterschiede zwischen allen Gruppen (siehe Abb. 3-50.) Vergleicht man wie-
derum die ipsi- und kontralateralen Seiten miteinander, ldsst sich ipsilateral eine signifikant
hohere relative Zellzahl in der Telmisartan-Gruppe beobachten (sieche Abb. 3-51). Zwar weist
auch die Kombinationsbehandlung eine derartige Tendenz auf, das Signifikanzniveau wird je-
doch verfehlt. Wahrscheinlich wiirde dieser Umstand durch Verwendung einer hoheren Fallzahl
vermieden werden. Die Vorbehandlung mit dem Vehikel sowie der geringeren Ramipril-
Dosierung ergaben fiir die ipsilaterale Seite signifikant niedrigere Werte im Vergleich zur kont-
ralateralen. Die gleiche Tendenz ldsst sich auch fiir die hohere Ramipril-Dosis feststellen, auf-
grund der hoheren Standardabweichung ist diese nicht signifikant.

Zusammenfassend flihrte die Vorbehandlung mit Telmisartan und der Kombination zu einer sig-
nifikanten Erhdhung sowohl der absoluten, als auch relativen Zahl TrkB-positiver Zellen in der

periventrikulidren Penumbra; beide Gruppen zeigten sich der Vorbehandlung mit einem Vehikel
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und beiden Ramipril-Dosierungen diesbeziiglich iiberlegen. Hinsichtlich der Genexpression von
BDNF und TrkB im gesamten Schlaganfallgebiet ergab sich fiir keine der Vorbehandlungen ein
Vorteil. Weshalb die immunfluoreszenzzsytochemisch erhobenen Daten andere Effekte als auf
Genexpressionsebene suggerieren, ldsst sich vermutlich wie bei der Auswertung der
proinflammatorischen Marker darauf zuriickfiihren, dass die Expression nicht nur in der
Penumbra, sondern im gesamten Infarktgebiet gemessen wurde. Die Uberlegenheit seitens
Telmisartan und der Kombination erklart sich wahrscheinlich analog zu den in-vivo-Ergebnissen
durch die vermehrte Aktivierung von AT»-R. in der Penumbra.

Durch die oben beschriebene Wirkung auf die TrkB-positiven Zellen kann man einen
neuroprotektiven Effekt durch eine AT;-R.-Blockade postulieren. Als Korrelat dieser Neuropro-
tektion konnten die Zahl von Neuronen sowie die Gesamtzellzahl in der Penumbra dienen, wel-
che im Rahmen der vorliegenden Arbeit erhoben wurden. Dabei zeigte sich in der Penumbra in
allen Interventionsgruppen eine signifikant niedrigere Zahl von Neuronen und Zellen im Allge-
meinen (siche Abb. 3-19. und 3-23.). In Beiden Untersuchungen flihrte die Vorbehandlung mit
Telmisartan sowie der Kombination zu einer signifikanten Zunahme der Neuronen und der Ge-
samtzellzahl im Vergleich zur Vehikel-Behandlung. In den Gruppen mit dem ACE-Inhibitor
Ramipril lief sich dagegen kein Effekt nachweisen. In der kontralateralen periventrikuldren Re-
gion war beziiglich der Gesamtzellzahl kein Unterschied zwischen allen Gruppen festzustellen
(siche Abb. 3-25). Unter der Vorstellung der fehlenden Ischdmie auf der kontralateralen Seite
war dieses Ergebnis zu erwarten. Ferner wiirde man bei dem Vergleich beider Seiten ipsilateral
eine geringere Gesamtzellzahl als kontralateral erwarten; ausgenommen davon wire die Sham-
Gruppe, in der auf beiden Seiten gleich viele Zellen zu erwarten wéren. Diese Annahme wird bei
Betrachtung der Ergebnisse bestitigt (siche Abb. 3-26.). Ein leicht verdandertes Bild fand sich bei
der Auswertung der Neuronenzahl auf der kontralateralen Seite (siche Abb. 3-21.). Anders als
bei der Gesamtzellzahl war die Zahl der Neuronen in der Vehikel- und beiden Ramipril-Gruppen
signifikant niedriger als in der Sham-Gruppe. Eine solche Tendenz war auch in der Telmisartan-
und der Kombinationsgruppe zu sehen, jedoch ohne Signifikanz. Daraus kann geschlussfolgert
werden, dass die Ischdmie auch einen negativen Einfluss auf die kontralaterale Seite, zumindest
auf die Zahl der Neuronen, hat und dieser durch die Vorbehandlung mit Telmisartan und der
Kombination abgeschwécht werden kann.

Zusammengenommen flihrte die Gabe von Telmisartan und der Kombination zu einem vermin-
derten Zelluntergang in der periventrikuldren Penumbra, sowohl die Neuronen betreffend, als
auch alle Zellen zusammengenommen. Dieser Effekt konnte Korrelat der hoheren Zahl TrkB-

positiver Zellen in der Penumbra sein.
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Alle Ergebnisse zusammengefasst, vermittelt die Vorbehandlung mit Telmisartan und der Kom-
bination aus Telmisartan und Ramipril in subantihypertensiver Dosierung nach MCAO ein ver-
mindertes relatives Infarktvolumen, einen verbesserten neurologischen Status, eine Verhinde-
rung eines Gewichtsverlusts, einen verminderten Untergang von Neuronen und allgemeinen Zel-
len in der periventrikuldren Penumbra, eine verringerte relative Zahl TNF-a-positiver Zellen und
eine hohere absolute sowie relative Zahl TrkB-positiver Zellen in der Penumbra im Vergleich zu
einer Vehikel-Behandlung. Dagegen ergaben sich fiir Ramipril in beiden Dosierungen diesbe-
zliglich keine Effekte. Dariiber hinaus war eine verminderte Genexpression von I1-6 und TNF-a
in der Infarktregion innerhalb der Kombinationsgruppe festzustellen. Aus den genannten
Punkten lisst sich demnach schlussfolgern, dass der direkte Vergleich zwischen dem ACE-
Inhibitor Ramipril und dem ARB Telmisartan im Rahmen dieser Arbeit zugunsten des ARB aus-
fallt. So konnten Effekte gezeigt werden, die unabhédngig von einer Blutdruck-Senkung die Fol-
gen bzw. Schadenslast nach einem Schlaganfall beeinflussen. Des Weiteren ergab sich, dass die
Kombination aus beiden Substanzen und die damit verbundene stirkere Blockierung des RAS
keinen weiteren Vorteil gegentiber der alleinigen Medikation mit Telmisartan hervorbringt. Zwar
fanden sich geringere Werte fiir die Expression proinflammatorischer Marker in der
Schlaganfallregion, jedoch fehlt ein diesbeziigliches Korrelat in den in vivo-Untersuchungen,
welches fiir die Uberlegenheit einer Kombinationsbehandlung sprechen konnte. Der direkte Ver-
gleich zwischen beiden Substanzen sowie der Kombination erzeugte in den vergangenen Jahren
grof3es Interesse. Grund war die lang angelegte ONTARGET-Studie, in der u. a. die Abhdngig-
keit der Schlaganfallinzidenz von der Behandlung mit Telmisartan, Ramipril und deren Kombi-
nation untersucht wurde. Dabei zeigte sich, dass Telmisartan dem ACE-Inhibitor beziiglich der
Schlaganfallinzidenz nicht unterlegen war. Bis auf eine geringere Rate von Nebenwirkungen wie
Husten und Angioddemen innerhalb der Telmisartan-Gruppe war kein Unterschied im Vergleich
zur Ramipril-Behandlung festzustellen. Zudem ergaben sich durch die Kombinationsbehandlung
keine weiteren Vorteile. Stattdessen waren Nebenwirkungen wie Hypotonie hdufiger zu be-
obachten als in den anderen Behandlungsgruppen (169). Obwohl in vielen tierexperimentellen
Studien Hinweise auf eine bessere Wirksamkeit aufgrund Blutdruck-unabhingiger Wirkungen
seitens der ARB gefunden wurden, blieb nach dieser Studie festzustellen, dass mit Hilfe von
ARBs die Inzidenz des Schlaganfalls zwar in gleichem Mafle wie mit ACE-Inhibitoren gesenkt
werden kann, die ARBs jedoch keinen Vorteil hinsichtlich des Auftretens eines Infarkts bieten.
Wie unter 1.5. beschrieben, konnten im Rahmen der ONTARGET-Studie keine Aussagen tiber
den Schweregrad des neurologischen Schadens gemacht werden. So ist es durchaus vorstellbar,

dass ARBs mittels Blutdruck-unabhéngiger Effekte in der Penumbra, z. B. das Infarktvolumen
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oder die Regeneration nach einem Schlaganfall im Menschen giinstig beeinflussen konnten. Die
vorliegende Studie konnte anhand eines Tiermodells zeigen, dass der ARB Telmisartan im Ge-
gensatz zum ACE-Inhibitor Ramipril in der Lage ist, durch Blutdruck-unabhédngige Wirkungen
das Infarktgeschehen giinstig zu beeinflussen und das Infarktvolumen oder die neurologischen
Defizite zu verringern. Dennoch bleiben viele Fragen unbeantwortet. Beispielsweise ist unklar,
durch welchen Mechanismus Telmisartan seine neuroprotektiven Effekte vermittelt. Ein mogli-
cher Mechanismus ist der, dass die Blockierung des AT;-R. selbst neuroprotektive Wirkungen
entfalten kann oder eine Hemmung von Nervengewebe-schiadigenden Prozessen bewirkt, die
Ang Il-vermittelt sind. Wie oben beschrieben, ist die vermehrte Aktivierung von AT,-R. eben-
falls ein denkbarer Signalweg. Dass durch diesen Rezeptor Effekte im Sinne einer Neuroprotek-
tion vermittelt werden konnen, wurde in Studien bereits gezeigt (131, 159). Anhand der der-
zeitigen Datenlage ist die vermehrte Aktivierung des AT,-R. wahrscheinlicher fiir die Ver-
mittlung neuroprotektiver Effekte durch ARBs verantwortlich als die AT;-R.-Blockade. Zum
einen konnte gezeigt werden, dass durch die Blockierung des AT,-R. die schiitzende Wirkung
von ARBs aufgehoben wird (131), zum anderen fiihrte die direkte Aktivierung des AT,-R. durch
einen Agonisten zu einer Neuroprotektion im Tiermodell des Schlaganfalls (164). Durch neuere
Erkenntnisse iiber die Physiologie und Funktion des RAS sind weitere Wege denkbar, die zu
einer Neuroprotektion fithren konnten. So kdnnte die unter einer AT;-R.-blockierenden Therapie
resultierende, erhohte Konzentration von Ang II zu einer vermehrten Konversion dieses
Molekiils zu Ang '’ durch das ACE 2 fiihren. In der Folge kiime es zu einer verstirkten Aktivie-

7 im Rahmen einer Ischimie zu

rung des Mas-R.. Studien konnten bereits zeigen, dass Ang
einer Verbesserung der zerebralen Perfusion fiihrt und auf diesem Weg eine protektive Funktion
ausiliben kann (136). Wie unter 1.2.4. beschrieben besitzt Telmisartan die Fahigkeit agonistische
Wirkungen am PPAR-y-Rezeptor hervorzurufen (148, 149). In Studien konnte gezeigt werden,
dass die Gabe von Thiazolidindionen wie Pioglitazon und Rosiglitazon im Rahmen einer fokalen
zerebralen Ischdmie zu einem verminderten Infarktvolumen und einem verminderten neurologi-
schen Defizit fiihrt. Damit verbunden waren u. a. eine verbesserte Endothel-vermittelte Re-
laxation von Blutgefdlen, eine Verminderung von oxidativem Stress sowie eine verringerte Ex-
pression von VCAM-1, ICAM-1, iNOS und MMP-9. Zudem waren ebenso nach einer Vorbe-
handlung mit einem PPAR-y-Agonisten verminderte Infarktvolumina und raschere Erholungen
von der Ischidmie festzustellen. Gestiitzt werden diese Beobachtungen durch Studien, die bele-
gen, dass diese neuroprotektiven Wirkungen durch Applikation eines PPAR-y-Antagonisten auf-
gehoben werden (252). Auch eine Interferenz von PPAR-y-Agonisten mit Ca**-Kanilen wird als

beteiligter Mechanismus angenommen (253).
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Um die genauen Mechanismen letztlich aufkléren zu kdnnen, miissten weitere Studien durchge-
filhrt werden bzw. die vorliegende Studie durch weitere Aspekte erweitert werden. Beispielswei-
se konnte man einen AT,-R.-Antagonisten zusammen mit Telmisartan applizieren, um die Betei-
ligung des AT,-R. zu verifizieren. Ferner konnte man Antagonisten von Ang '~ oder des PPAR-
v-Rezeptors nutzen, um die moglichen, zuvor beschriebenen Signalwege zu untersuchen. Des
Weiteren wire es interessant, ob auch andere ARBs die Fahigkeit besitzen, Blutdruck-
unabhéngige neuroprotektive Wirkungen im Rahmen von fokalen zerebralen Ischimien zu ent-
falten.

Die wichtigste ungeklirte Frage bleibt jedoch die, ob die hier beobachteten Effekte auf den
Menschen iibertragbar sind und in dhnlicher Art und Weise zu einer Verbesserung der Prognose
von Schlaganfallpatienten beitragen konnen. Zur Beantwortung dieser Frage bedarf es weiterer
klinischer Studien, welche die Patienten auch nach Erleiden des Schlaganfalls untersuchen. Zu-
dem sollte geklart werden, ob diese Effekte die Langzeitprognose von Patienten verbessern kon-
nen oder, ob es sich lediglich um eine kurzzeitige Verbesserung in der akuten Phase des Schlag-
anfalls handelt.

Wiirden in Langzeitstudien derart positive Effekte, wie in dieser Arbeit beschrieben, bestétigt
werden, konnte die Prognose von Schlaganfallpatienten verbessert, die Lebensqualitdt erhoht
und dartiber hinaus die Kosten des Gesundheitssystems, insbesondere fiir Rehabilitations- und

PflegemaBnahmen verringert werden.
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5. Zusammenfassung

Weltweit sind 10 % aller Todesfille auf einen Schlaganfall zuriickzufiihren, zusétzlich sind fiir
die Folgen der iiberlebten Schlaganfille 2-4 % aller Gesundheitskosten aufzubringen. Somit
spielt der Schlaganfall nicht nur gesundheitlich, sondern auch sozio6konomisch gesehen eine
wichtige Rolle im heutigen Gesundheitssystem. Daher wird der Therapie und der Priavention
zerebrovaskuldrer Ereignisse besondere Bedeutung zugesprochen. Viele Studien belegen, dass
mit Hilfe der Blockierung des Renin-Angiotensin-Systems mit ACE-Inhibitoren und AT;-
Rezeptor-Blockern die Inzidenz von Schlaganfillen verringert werden kann. Dariiber hinaus zei-
gen Tiermodellstudien, dass vor allem AT;-Rezeptor-Blocker Blutdruck-unabhéingige,
neuroprotektive Wirkungen vermitteln, welche die Schlaganfallpathophysiologie, insbesondere
die Vorgéinge im Rahmen der Ischidmie, beeinflussen konnen. Unter dieser Vorstellung konnte
die Therapie im Rahmen von Herz-Kreislauf-Erkrankungen mit einem AT;-Rezeptor-Blocker
der Therapie mit einem ACE-Inhibitor hinsichtlich der Schlaganfallfolgen iiberlegen sein. Zu-
dem konnte eine umfassendere Blockierung des Renin-Angiotensin-Systems durch die Kombi-
nation aus beiden Substanzen mit zusitzlichen positiven Effekten verbunden sein.

Die vorliegende Arbeit untersucht erstmals mit Hilfe eines Schlaganfallmodells der Ratte, in-
wieweit eine Vorbehandlung mit dem AT;-Rezeptor-Blocker Telmisartan, dem ACE-Inhibitor
Ramipril und deren Kombination das Ausmall des neurologischen Schadens nach fokaler
zerebraler Ischdmie durch Blutdruck-unabhidngige Wirkungen beeinflusst.

Dazu wurden ménnliche, normotensive Wistar-Ratten fiir die Dauer von 5 Tagen mit einer
subantihypertensiven, aber dennoch das Renin-Angiotensin-System-blockierenden Dosis von
Ramipril, Telmisartan sowie deren Kombination behandelt. AnschlieBend erfolgte die
Schlaganfallsimulation durch einen temporéren Verschluss der 4. cerebri media. In den folgen-
den 2 Tagen wurden die klinisch fassbaren, neurologischen Defizite ermittelt und danach die
Schlaganfallvolumina mittels Magnet-Resonanz-Tomografie berechnet. Fiir diec weitere Ein-
schitzung des neurologischen Schadens wurden die Genexpression verschiedener
proinflammatorischer Zytokine wund neuroprotektiver Faktoren sowie diesbeziigliche
immunfluoreszenzzytochemisch sichtbare Verdnderungen herangezogen.

Im Vergleich zur Behandlung mit einem Vehikel vermittelten die Vorbehandlungen mit
Telmisartan und der Kombination aus Telmisartan und Ramipril in subantihypertensiver Dosie-
rung nach der Schlaganfallsimulation ein vermindertes, auf das Korpergewicht bezogenes In-
farktvolumen, eine Verminderung neurologischer Defizite, die Verhinderung eines Gewichtsver-

lusts, einen verminderten Untergang von Neuronen und der allgemeinen Zellpopulation in der
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periventrikuldren Penumbra, eine verringerte relative Zahl TNF-a-positiver Zellen und eine ho-
here absolute sowie relative Zahl TrkB-positiver Zellen in der Penumbra. Dagegen ergaben sich
fiir Ramipril diesbeziiglich keine Effekte. Schlussfolgernd zeigten sich die Vorbehandlungen mit
Telmisartan sowie der Kombination aus Telmisartan und Ramipril gegeniiber der Behandlung
mit einem Vehikel sowie mit Ramipril hinsichtlich der untersuchten Parameter iiberlegen. Ferner
fand sich kein zusitzlicher Nutzen einer Kombinationsbehandlung im Vergleich zur Einzelbe-

handlung mit Telmisartan.
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