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1. Einleitung

1.1. Schlaganfall

Der Schlaganfall ist eine der Hauptursachen fir Tod oder Behinderung in den
Industrieldandern (1.) und belegt in der Bundesrepublik Deutschland in der
Todesursachenstatistik den 3. Platz (2.).

Laut der World Health Organisation (WHO) ist der Schlaganfall als ein Krankheitsbild
definiert, bei dem sich die klinischen Zeichen einer fokalen oder globalen Stérung zerebraler
Funktionen rasch bemerkbar machen, mindestens 24 Stunden anhalten oder zum Tode
fuhren und offensichtlich nicht auf andere als vaskuldre Ursachen zurlckgeflihrt werden
konnen. In der Literatur wird diese Definition insofern erweitert, als dass es sich hierbei um
ein akut einsetzendes fokales oder globales neurologisches Defizit aufgrund einer
umschriebenen oder globalen Durchblutungsstérung im Gehirn handelt, wobei die
Durchblutungsstérung sowohl durch einen Durchblutungsmangel als auch durch eine
Blutung auftreten kann. Generell kann beim Schlaganfall zwischen ischdmischen
Schlaganfallen, spontanen intrazerebralen Hamatomen, Subarachnoidalblutungen sowie
Hirnvenen- und Sinusvenenthrombosen unterschieden werden (3.).

Der ischamische Schlaganfall, fur den in Deutschland eine Inzidenz von 137 Féllen pro
100.000 Einwohner im Zeitraum von 1994-1996 kalkuliert wurde (4.), entsteht durch ein
abruptes Sistieren der zerebralen Blutversorgung infolge des Verschlusses eines
versorgenden GefalRes. Als Ursache fur einen ischdmischen Hirninsult fuhrt die Deutsche
Schlaganfalldatenbank in der Reihenfolge sinkender Haufigkeit Gerinnungsthromben infolge
kardialer Embolien, gefolgt von durch Makroangiopathien bedingte arterioarteriellen
Embolien und Mikroangiopathien, welche zu lakundren Infarzierungen fuhren, auf (5.).
Gemessen an der Gesamtzahl sind 90% aller Schlaganfélle auf eine ischamische Genese
zuruckzufthren (1.).

Epidemiologisch gilt der Schlaganfall nicht nur als Hauptursache flr Behinderung im
Erwachsenenalter (6.; 7.), sondern reprasentiert auch den haufigsten Grund einer
erworbenen Epilepsie im fortgeschrittenen Alter und bedingt am zweithdufigsten die
Entwicklung einer Demenz (8.). Generell I&sst sich eine Altersabhangigkeit fir das Auftreten
eines Schlaganfalls feststellen. So sind mehr als 70-75 % der Patienten alter als 65 Jahre
(7.; 9.). Im Jahr 2005 waren weltweit 6 Millionen (Mio.) Todesfélle auf einen Schlaganfall
zurtckzufuhren, was einen relativen Anteil von ca. 10 % aller Todesféalle bedeutet (6.). Im
zeitlichen Verlauf versterben weltweit ein Viertel der Patienten nach einem Monat, ein Drittel
nach 6 Monaten und die Halfte innerhalb eines Jahres (10.). In Deutschland sterben rund 15
% der Patienten innerhalb von 3 Monaten an den Folgen eines Schlaganfalls. Diese kdnnen

in direktem Zusammenhang mit dem Infarkt stehen, insbesondere als vom Infarkt



hervorgerufene 6dematése Raumforderung, oder sekundar zum Tode fuhren. Als sekundare
Ursachen hervorzuheben sind v. a. Pneumonie, Lungenarterienembolie, Einblutung und ein

zweiter Schlaganfall (3.).

1.2. Schlaganfall und Risikofaktoren

Der wichtigste Risikofaktor, unabhangig vom Typ des Schlaganfalls, ist der arterielle
Bluthochdruck (11.; 12). Zwischen dem Anstieg des arteriellen Drucks und der
Risikoerhdhung besteht ein linearer Zusammenhang. So bedingt eine Erhdéhung des
Blutdrucks um 10 mmHg je nach Literatur eine Risikoerhéhung von 10-30 %. Liegt der
Blutdruck dauerhaft tGber 120/80 mmHg, verdoppelt sich das Lebenszeitrisiko fir das
Auftreten eines Schlaganfalls (11.; 12.). Darlber hinaus spielen auch andere Herz-Kreislauf-
Erkrankungen eine wichtige Rolle. Leidet ein Patient an einer Koronaren Herzkrankheit
(KHK), ist das Risiko flr einen Schlaganfall 2-fach erhéht (8.). Besteht dagegen ein
Vorhofflimmern (VHF), verfinffacht sich das Risiko (8.; 11.). Ferner kann eine hochgradige
Karotisstenose das Risiko einer Minderperfusion des Gehirns erhdéhen (11.). Weitere
Faktoren, die nachweislich einen Schlaganfall beglinstigen sind: Diabetes mellitus (D. m.) mit
einer 1,8- bis 6-fachen Risikoerhéhung (8.; 11.; 12.), Body Mass Index (BMI) Gber 25 (13.;
14.), abdominelle Adipositas, metabolisches Syndrom (11.; 15.), Hypercholesterinamie (16.),
niedriges high density lipoprotein (HDL) bei Mannern (17.) und geringe Einnahme von
Vitamin D (18.). Demgegenuber senken korperliche Aktivitat (8.; 15.; 19.) und eine
Ernadhrung mit viel Obst und GemUse das Schlaganfallrisiko (20.). Eine besondere Stellung
hat in klrzerer Zeit die transitorisch ischamische Attacke (TIA) als eigenstandiger
Risikofaktor eingenommen. TIAs sind kurze, nicht langer als 24 h dauernde, Episoden, die
durch ein neurologisches Defizit als Ergebnis einer fokalen zerebralen oder retinalen
Ischdmie gekennzeichnet sind. 85-95 % der Episoden halten weniger als 60 min an. Der
Ubrige Anteil bildet sich innerhalb von 24 h zurlck (11.). 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 % (21.). Jahrlich ist das relative Risiko fur einen Insult
nach einer TIA 2-5-fach erhéht (22.). Analog zur TIA reprasentiert auch ein bereits Uberlebter
Schlaganfall einen eigenstdndigen Risikofaktor. Nach einem Jahr erleiden 8-15 % der
Uberlebenden einen erneuten Schlaganfall, nach 5 Jahren sind es 30-40 %, nach 10 Jahren
bereits 55 % (12.).



1.3. Pathopysiologie des Schlaganalls

Die ischamische Hirnschadigung ist Resultat einer komplexen Abfolge von
pathophysiologischen Ereignissen, die sich tber Raum und Zeit erstrecken und nur schwer
voneinander abzugrenzen sind, da sie sich gegenseitig beeinflussen und voneinander
abhangen. Wesentliche Mechanismen dieser biochemischen Kaskade sind Exzitotoxizitat
(Zellschadigung durch  Ubererregung), Periinfarkt Depolarisationen, Azidotoxizitat,

Inflammation, programmierter Zelltod und Nekrose (23.; 24).

Abbildung 1: Zeitlich versetzte Abfolge der Schadigung durch anoxische Depolarisation,

Exzitotoxizitat, Peri-Infart-Depolarisation, Inflammation und Apoptose (Quelle: 24.).
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Im Folgenden werden die wichtigsten Vorgange nach einem ischdmischen Schlaganfall kurz
erklart.

Exzitotoxizitat: Das Gehirn ist essentiell von Glukose und Sauerstoff abhangig (20% des
totalen Sauerstoffverbrauchs), um durch oxidative Phosphorilierung die nétige Energie zu
gewinnen (25.; 26.). Bereits kurze Unterbrechungen des Blutkreislaufs und der damit
verbundenen Energieversorgung fuhren im Gehirn zu einem Verlust des notwendigen
Membranpotentials in Neuronen und Gliazellen. Die Repolarisation der Zellen bleibt aus,
Kalium tritt aus wahrend Natrium einstromt. Es kommt zur Depolarisation der Zellen mit
anschlieRender Aktivierung der spannungsabhdngigen Kalziumkanale; Kalzium stromt in die
Zellen, wahrend Aminosauren ausstromen, insbesondere Glutamat, in den extrazellularen
Raum (25.). In der Zelle werden durch Kalzium abhéngige Proteasen, Lipasen und DNasen
aktiviert (26.). AuRerhalb der Zelle fuhrt die Akkumulation von Glutamat im extrazelluldren
Raum aufgrund seiner exzitatorischer Wirkung zu einem Einstrom von Natrium und Chlor in
die Zelle. Als Folge stromt H,O passiv in die Neuronen, weil der Einstrom von Na*- und CI—-
lonen erheblich gréRer ist als der Ausstrom von Kalium. Die nachfolgende Entstehung eines
zytotoxischen Odems flhrt schlieBlich zum Tod der Zelle, zur Nekrose. Da die Nekrose auf

eine Ubererregung der Zelle zurtickzufiihren ist spricht man hier von Exzitotoxizitét.



Im Randgebiet des ischamischen Infarkts der sogenannten Penumbra bleibt eine geringe
Energieversorgung Uber KollateralgefalRe erhalten, so dass die Nekrose der Zellen
hauptsachlich im Kerngebiet des Schlaganfalls stattfindet (23.).

Peri-Infarkt Depolarisation: Da die Repolarisation der Zellen energieabhangig ist, kann sich
bei langer anhaltender Ischamie Uber exzitatorischen Aminosduren, wie Glutamat, die
Depolarisation der Zellen in die Penumbra fortsetzen und auch in diesem Bereich zum

Zelluntergang fuhren und somit das Infarktareal ausweiten (25.).

Azidotoxizitat: Metabolisch stellen die Zellen im Ischamiegebiet auf anaeroben Metabolismus
um und so kommt es zur Ansammlung von Laktat. Da der Blutfluss sistiert, kann das
angefallene Laktat nicht abtransportiert werden und es kommt zum pH-Abfall. Dieser aktiviert
sog. ASICs (acid sensing ion channels), die flir Kalzium permeabel sind. Dies fiuhrt ebenso
wie bei der Exzitotoxizitdt nachfolgend zum Odem mit Zelluntergang. Es wird sogar vermutet,
dass der azidotoxische Kalziumeinstrom mit nachfolgender Nekrose und Apoptose eine

groRere Rolle spielt als die durch Glutamat vermittelte Exzitoxizitat (27.).

Inflammation: Das Immunsystem und das zentrale Nervensystem stehen in einem bilateralen
Zusammenspiel, sowohl im experimentellen als auch im klinischen Schlaganfall kommt es zu
einer akuten gefolgt von einer prolongierenden Entziindungsreaktion (28.; 25.).

Bereits nach wenigen Stunden reagiert das Gehirn auf eine Ischamie mit einer
Entzindungreaktion, die durch die Expresssion einer Reihe proinflammatorischer Mediatoren
charakterisiert ist, die zur Verschlechterung des Zustandes nach Ischdmie beitragen, die
Infarktgro3e negativ beeinflussen und die neurologischen Schaden verschlimmern (28.; 29).
So wird durch Interleukin-1 nicht nur die Exzitoxizitat durch die NMDA-Rezeptoren gesteigert
(30.), sondern gleichzeitig die neutrophile Infiltration (30.; 31). Durch den Tumor-Nekrose-
Faktor-a (TNFa) wird die Aggregation der neutrophilen Granulozyten stimuliert und der
Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke (25.). Nach einem Schlaganfall wurden im Serum
hohe Konzentrationen von TNFa nachgewiesen, die mit der Grdlle des Infarkts korrelieren
(30.; 32.). Durch die Gabe eines TNFa neutralisierenden Antikdrpers konnte die
Gehirnschadigung verringert werden (33.; 34). Auch die nach einem Schlaganfall erhéhten
Plasmakonzentrationen von Interleukin-6 korrelieren mit der Gro3e des Infarkts und den
neurologischen Schaden (30.; 35.). Andererseits hat Interleukin-6 eine positive Wirkung und
aktiviert einen Interleukin-1 Antagonisten (36.).

Dem TGF-B1 konnten bisher nur positive Eigenschaften zugeordnet werden. So wirkt er
nach einer Ischamie neuroprotektiv (30.; 37.), reduziert zirkulierende neutrophile

Granulozyten (38.) und wirkt protektiv gegen die durch Glutamat vermittelte Exzitoxizitat (30.;



39.). Weiterhin kommt es zu einer Freisetzung von freien Radikalen und proteolytischen
Enzymen durch die neutrophilen Granulozyten (25.).

Uber die weitere Aktivierung von Astrozyten und Mikrogliazellen, die Schadigung der Blut-
Hirn-Schranke und die Verstarkte Produktion freier Radikale wird der lokale Zellschaden
getriggert durch die Sezernierung von Zytokinen. Gehirnzellen, die einer Ubermafigen
Glutamat-Rezeptor-Aktivierung, Kalzium-Uberschuss, freien Radikalen oder mitochondrialen-
sowie DNA-Schaden ausgesetzt sind, kdnnen durch Apoptose oder Nekrose absterben (29).
AbschlielRend kann festgestellt werden, dass inflammationsbedingte Vorgédnge wesentlich
zur Gehirnschadigung beitragen, obwohl auch positive Effekte nachgewiesen werden
kénnen, abhangig von der schon bestehenden Gewebezerstdrung und der Starke der

Immunantwort oder direkt Uber verschiedene neuroprotektive Signalwege (40.; 41. Nawash).

Abbildung 2: Das Konzept der Penumbra
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Topographisch-pathologisch lassen sich in den geschadigten Gebieten verschiedene Zonen
unterscheiden, deren Vorhandensein sich mit den regionalen Versorgungsverhaltnissen
erklaren lassen. In der Kernzone (core zone) eines Schlaganfalls, wo die Perfusion lang
anhaltend unterbrochen wurde und nicht durch Kollateralkreisldufe zumindest teilweise
aufrechterhalten werden konnte, finden sich die schwersten strukturellen Schaden aufgrund
des Untergangs ganzer Zellpopulationen. Dieser Bereich wird als eigentliches Infarktgebiet
bezeichnet. In der Randzone, wo durch Kollateralen eine, wenn auch reduzierte,
Durchblutung gewahrleistet werden kann, finden sich dagegen noch funktionsfahige
Gliazellen und Neuronen. In dieser auch als Penumbra bezeichneten Randzone kommt es
zu zeitabhangigen Schadensmustern an den Zellen, welche letztlich einen Einfluss auf die
Infarktgrole und das Ausmal an klinischen Defiziten haben (42.; 43.). Um die Penumbra
herum, und damit noch distaler von der Kernzone, kann dann noch das Gebiet der benignen
Oligamie benannt werden, im welchen die zellularen Funktionen Uber eine suffiziente

Versorgung mittels Kollateralen so gesichert sind, dass sich die Zellen nach Reperfusion



spontan erholen (44.). Aus diesem Drei-Zonen-Modell des Infarktgebietes resultiert auch die
therapeutische Rationale flr die Akuttherapie des Schlaganfalls, welche die Penumbra in
den Mittelpunkt des Geschehens ruckt. Kann die Reperfusion vor dem Untergang der Zellen
in der Penumbra wiederhergestellt werden, resultiert daraus eine geringere Infarktgréfie und
damit unter Umstanden auch ein geringer ausgepragtes klinisches Bild der entsprechenden
neurologischen Stérung. Hier greift auch das pathophysiologische Konzept der
Neuroprotektion, bei dem davon ausgegangen wird, dass durch geeignete Pharmaka die

Umwandlung der Penumbra in Infarktgebiet vermindert werden kann.

1.4. Schlaganfall und Renin-Angiotensin-System (RAS)

Seit der Entdeckung des Renins in der Niere des Kaninchens 1898 durch Tigerstedt und
Bergman (45.) ist das RAS als wichtiger Modulator von Blutdruck und Volumenhomdostase
bekannt. Das RAS stellt eine Kaskade enzymatischer Reaktionen dar, in der die Biosynthese
von Angiotensin Il (Ang ), dem Haupteffektorpeptid, mit dem
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt, der enzymatischen Abspaltung des Dekapeptids
Angiotensin (Ang I) von Angiotensinogen durch Renin beginnt. Durch die Umwandlung von
Ang | in Ang Il durch das Angiotensin Konversionsenzym (ACE), kann Ang Il seine zellularen
Effekte hauptsachlich Gber zwei Rezeptoren vermitteln, den Angiotensin-1-Rezeptor (AT-1R)
und Angiotensin-2-Rezeptor (AT2-R) (29.; 45.).

Die klassischen peripheren Wirkungen des Haupteffektorpeptids Ang Il sind
Vasokonstriktion, Hormonfreisetzung wie Aldosteron aus der Nebenniere und Vasopressin,
Aktivierung des Sympathikus und renale Salz-und Wasserretention (45.). Weiterhin ist Angll
in pathophysiologische Prozesse wie der vaskularen und kardialen Hypertrophie, der

Inflammation, der Atherosklerose, der Glomerulosklerose und Schlaganfall involviert.

Diese Wirkungen sind Uberwiegend Uber den AT1-R vermittelt (46.; 47.). Im adulten

Organismus ist der AT-1R starker exprimiert als der AT2-R, der gegenregulatorisch wirkt.

Alle Komponenten des RAS werden im Vertebratengehirn exprimiert, einschlie3lich
Angiotensinogen, Renin, ACE, Ang | und Il, sowie die AT1-R und AT2-R (45.). Die
intrazelluldren Signalwege beider Angiotensinrezeptoren wurden detailliert beschrieben (45.;
46.).

Zusatzlich zu den peripheren Wirkungen, fungiert Ang Il lokal im Gehirn als Neurotransmitter
und /oder Neuromodulator und beeinflusst die Blutdruckregulation und Wasser- und
Elektrolythomeostase (48.) uUber die Aktivierung des autonomen Nervensystems und die
Baroreflexsensivitat (49.-52.), Uber die Kontrolle der Hypothalamus-Hypophysen-Achse die

Vasopressionausschittung und die Durstregulation und die Natriurese (53.-57.). Unter

10



pathologischen Bedingungen wie Schlaganfall, Schadigung des Ischias Nerv oder des
Nervus Optikus, die Huntington Krankheit und die Alzheimer Erkrankung wurde eine
Uberexpression des AT2-R im Gehirn beschrieben(58.-62.).

Abbildung 3:

Schematische Ubersicht des Renin-Angiotensin-Systems und RAS Inhibitoren
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Ang Il spielt durch seine blutdrucksteigernden Wirkungen eine wesentliche Rolle in der
Schlaganfallentstehung. Neben der Bedeutung des arteriellen Hypertonus als Risikofaktor
allgemein (63.), vermittelt Ang Il Uber den AT1-R negative und Uber den AT-2 R positive
Wirkungen s. Abb 3.

In der Klinik findet die pharmakologische Blockierung des RAS derzeit Uber 3 Mechanismen
Anwendung. Die Hemmung des ACE durch ACE-Inhibitoren, die Blockierung von AT1-R.
durch ARBs und die Renin-Inhibition (64.).

ACE-Inhibitoren wie Ramipril reduzieren durch Hemmung der Ang I-Konversion in Ang Il
dessen Effekte, kbnnen sie aber nicht aufheben. Ursachlich sind lokale RAS, die unabhangig
Ang Il bilden kénnen und von ACE-Inhibitoren nicht erfasst werden. Dieser Umstand wird

auch als Escape-Mechanismus beschrieben. Ein weiterer Escape-Mechanismus flhrt zu
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einer gesteigerten Aldosteron-Produktion im Rahmen einer Therapie mit ACE-Inhibitoren.
Des Weiteren fungiert das ACE als Kininase Il. Infolge der Hemmung durch ACE-Inhibitoren
verringert sich somit der Abbau von Bradykinin BK, welches Uber seinen Rezeptor und der
nachgeschalteten Aktivierung des NO-Systems zusatzlich zu einer Vasodilatation fihrt und
folglich zu den antihypertensiven Eigenschaften der ACE-Inhibitoren beitragt.
Demgegenuber steht die Gefahr eines Angioddems wund Hustens, welche bei
dispositionierten Patienten durch BK ausgelést werden kénnen. Dieser Nachteil wird durch
die anderen RAS-blockierenden Substanzgruppen umgangen (65.). 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, Ruickbildung einer linksventrikularen
Hypertrophie und weitere kardioprotektive Effekte (64). Die HOPE-Studie zeigte, dass eine
Behandlung mit dem ACE-Hemmer Ramipril bei Menschen auch bei einer nur geringen
Reduktion des Blutdruckes das relative Risiko eines Schlaganfalles um 32% senkte; das
relative Risiko eines tddlichen Schlaganfalls wurde sogar um 61% gesenkt. Weitere
Untersuchungen ergaben, dass ACE-Hemmer den Metabolismus des ischamischen Gehirns
bei SHR verbesserten und bei normotensiven Ratten ebenfalls das Ausmal neurologischer
Ausfalle nach zerebraler Ischamie verringerten (66.; 67.).

Mitte der 90-er Jahre wurde mit Irbesartan der erste, nicht auf Peptidstruktur-basierte,
Angiotensin-Rezeptor-Blocker (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 AT1-R. kompetitiv und reversibel zu blockieren. In der
Folge kann Ang Il den nicht besetzten AT2-R. aktivieren. Dartber hinaus kénnen die oben
beschriebenen 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 (46.). Neben der Blutdruck-senkenden Wirkung werden den
Sartanen auch Blutdruck-unabhangige pleiotrope Effekte zugeschrieben. So konnten
antiinflammatorische (69.) und, im Rahmen der diabetischen Nephropathie, renoprotektive
Wirkungen gezeigt werden (70.; 71.). Ebenso wurde ein Inzidenzrickgang von neu
aufgetretenem Typ-2-Diabetes in hypertensiven Patienten beobachtet (72.; 73). Ursache
dieses Phanomens konnte die Eigenschaft der Aktivierung von Peroxisom-Proliferator-
aktivieren y-Rezeptoren (PPAR-y) einiger Sartane sein. Von allen Sartanen zeigt Telmisartan
die grote Potenz der PPAR-y-Aktivierung (74). Folge dieser Aktivierung ist die vermehrte
Bildung von Adiponektin, welches die periphere Insulinsensitivitat verbessert (74.; 75).

In tierexperimentellen Studien in hypertensiven Ratten (76.; 77.) sowie in zahlreichen
klinischen Studien (72.; 78.-81.) wurde gezeigt, dass eine langanhaltende antihypertensive

Behandlung mit ARB’s die Inzidenz von Schlaganféllen reduziert. Dariberhinaus zeigt die
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Blockierung des AT1-R mittels ARB’s blutdruckunabhdngige neuroprotektive Effekte in
Schlaganfallmodellen in normotensiven Ratten (59.; 82.-85.). Das die neuroprotektiven
Effekte Uber den AT2-R vermittelt werden, bestatigen Iwai et al. in AT2-R defizienten
Mausen, die im Vergleich zu Wildtypmausen nach Schlaganfall vergroRerte Infarktgebiete
und gréRere neurologische Schaden aufweisen (86.).

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-Phanomen kompensiert werden. So konnte die Val-HeFT-Studie
zeigen, dass die Aldosteronspiegel im Plasma in der Kombinationsgruppe signifikant
geringer waren als in der Standardmedikationsgruppe (87.). Mit der Ongoing Telmisartan
Alone and in Combination With Ramipril Global Endpoint Trial (ONTARGET)- Studie sollte
zum einen beantwortet werden, inwieweit der ARB Telmisartan eine vergleichbare Effizienz
wie der ACE-Hemmer Ramipril in der Pravention von kardiovaskularen Komplikationen beim
Hochrisikopatienten hat, sowie, ob die Kombinationstherapie aus Ramipril und Telmisartan
bei diesen Patienten der Monotherapie mit Ramipril Uberlegen ist (88.). In der ONTARGET-
Studie konnte bestatigt werden, dass die Senkung des Blutdrucks in der Ramipril-Gruppe mit
der in der Telmisartan-Gruppe vergleichbar war. Die Blutdrucksenkung in der
Kombinationsgruppe war noch etwas starker, verglichen mit den beiden Monotherapien
(88.). Eine Behandlung mit Telmisartan oder der Kombination resultierte wahrend der
gesamten Studie in tieferen Blutdruckwerten als in der Ramipril-Gruppe. Unterschiedlich
hingegen waren die Vertraglichkeitsprofile von Ramipril und Telmisartan. Eine Behandlung
mit Ramipril zeigte ein verstarktes Auftreten von Husten und Angioddemen im Vergleich zu
Telmisartan. Im Gegensatz dazu kam es unter Telmisartan-Behandlung o&fter zu
hypotensiven Symptomen als unter Ramipril. Der bis dahin oft diskutierte Punkt, ob
Telmisartan ein besseres Tolerabilitatsprofil als Ramipril hat, konnte mit diesen Ergebnissen
bestatigt werden. Beziglich der primaren Endpunkte, wie Herzinfarkt, zerebrovaskulare
Ereignisse oder Klinikaufenthalt nach Herzinsuffizienz, haben Telmisartan und Ramipril eine
vergleichbare Wirkung. Auch die totale Mortalitat, sowie die kardiovaskulare Mortalitat sind in
beiden Monotherapien fast gleich.

Uberraschend waren die Ergebnisse der Kombinationstherapie in der ONTARGET-Studie.
Die starkere Blutdrucksenkung in dieser Gruppe flhrte nicht, wie erwartet, zu einer
zusatzlichen Reduktion der kardiovaskularen Komplikationen. Dartber hinaus hatte die duale
RAS-Blockade keinen zusatzlichen Effekt — daflr traten unter dieser Therapie haufiger
Nebenwirkungen, wie Hypotonie (P<0.001), Hyperkaliamie (P<0.001) sowie akutes
Nierenversagen (P<0.001), als unter Telmisartan oder Ramipril allein auf (88). Die Grinde

fur ein Fehlen additiver nutzlicher Effekte mit der Kombinationstherapie, abgesehen von der
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starkeren systolischen Blutdrucksenkung im Vergleich zur Monotherapie mit dem ACE-
Hemmer, blieben unbekannt (29.; 88.).

Die dritte mit dem RAS interferierende Substanzgruppe stellen die Renin-Inhibitoren dar,
deren einziger bisher zugelassene Vertreter Aliskiren ist. Durch die Hemmung der
Reninaktivitat ist es moglich die Umsetzung von Angiotensinogen zu Ang | und damit den
limitierenden Schritt der Ang II-Produktion zu blockieren. Mehrere Studien Uber die
Wirksamkeit Aliskirens bei arterieller Hypertonie zeigten im Vergleich zu anderen
Antihypertensiva vergleichbare Wirkungen (89.-96.). Inwieweit Aliskiren Endorganschaden
verhindern kann und ob eine Kombination mit anderen RAS-blockierenden Medikamenten
zusatzlichen Nutzen bringt sowie die Frage nach pleiotropen Effekten werden zukinftige
Studien beantworten (89.). In Schlaganfallstudien wurde Aliskiren bisher nicht untersucht.
Vielversprechende Ergebnisse konnten bisher mit dem selektiven AT2-R-Agonisten
Compound 21 (C21) erzielt werden. Diese nicht auf Peptidstruktur-basierende Substanz
bietet die Moglichkeit einer oralen Applikation. In Tier- und Zellkulturmodellen konnte gezeigt
werden, dass die selektive Aktivierung durch C21 das Auswachsen von Neuriten bewirkt.
Zudem wurden Studien durchgefuhrt, die C21-vermittelte kardioprotektive, neuroprotektive,

antiinflammatorische und protektive Wirkungen zeigen (97.; 98.).

1.5. Schlaganfall und Thiozolidone
Hypertonie und Typ 2 Diabetis Mellitus sind Schlisselsymptome flr das Metabolische
Syndrom und zwei der wichtigsten Risikofaktoren fir die Entstehung von kardiovaskularen

Erkrankungen, welche folglich zum Schlaganfall fGhren kénnen.

Die Thiozolidone Rosiglitazone und Pioglitazone sind von der FDA fir die Behandlung des
Typ2 Diabetis mellitus als Antidiabetika zugelassen. Diese Substanzen sind PPARy-
Agonisten und haben im Patienten die makrovaskularen Ereignisse einschlieRlich

Schlaganfall gesenkt.

Inflammatorische Prozesse, die bereits kurz nach Arterienverschlul3 im Gehirn auftreten,
spielen bei der Infarktentstehung und —ausbreitung eine ganz entscheidende Rolle (24.).

Fir PPARy-Liganden, wie etwa das Antidiabetikum Pioglitazon, sind ebenfalls anti-
entzundliche und neuroprotektive Wirkungen in-vitro und in-vivo beschrieben worden (99.).
Die Thiazolidindione (z.B. Pioglitazon) werden bereits bei Schlaganfall-Risikopatienten
(Diabetes mellitus) zur klinischen Therapie eingesetzt (100.; 101).

PPARYy ist ein im Zellkern vieler Zellen befindlicher hormoneller Rezeptor, der unter anderem
die Transkription von an der Entzindung beteiligten Genen reguliert. Im Gehirn ist PPARY in
Astrozyten, Mikrogliazellen und Neuronen exprimiert. Die Aktivierung von PPARy im Gehirn
durch Thiazolidindione (Pioglitazon) konnte mit einer neuroprotektiv wirkenden, verminderten
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Sekretion von neurotoxischen Faktoren durch Mikrogliazellen in Einklang gebracht werden.
Versetzt man etwa Monozyten mit PPARy-Liganden, so resultiert eine Inhibition der
Expression von folgenden Entzindungsmediatoren: IL-1f3, IL-6, TNFa und MCP-1 (102;
103.). Zusammenfassend betrachtet inhibieren PPARy-Liganden die Expression von
inflammatorischen Genen. Die Kombination von ARB’s mit PPARy-Liganden (Pioglitazon)
kénnte synergistische anti-inflammatorische Effekte auf die neurologische Entwicklung nach

fokaler zerebraler Ischamie haben.

1.6. Schlaganfall und Endothelinsystem

Das Endothelinsystem spielt bei der Regulierung des Blutdrucks und beim Schlaganfall eine
wichtige Rolle.

Endothelin (ET) wurde initial charakterisiert als vasokonstriktorisches Peptid, welches von
Endothelzellen produziert wird. ET wird aus der Proform Big-Endothelin durch das
Endothelin Konversions Enzym (ECE) gebildet. Die Wirkung wird vermittelt Uber zwei
Rezeptoren ETA und ETB. Neben der Lokalisation im GefalRbett, findet man die Endothelin
Rezeptoren auch im ZNS (104.). Die Rolle des ET's im ZNS und neuronalen Erkrankungen
wie Schlaganfall war schon Gegenstand von Untersuchungen (104.-107.). ET-1, eine
Isoform des Endothelins, wird im Cortex, Hippokampus, Mittelhirn, Medulla, Kleinhirn und
Rickenmark und Dorsalganglien exprimiert (108.). ET-1 ist ein potenter Vasokonstriktor in
zerebralen Arterien und Arteriolen (109.), dies reduziert den zerebralen Blutfluss und fihrt
dadurch zu einem vergroRerten Infarktvolumen und einem erhdhten Ausmaly der
neurologischen Ausfalle (109.). Im Schlaganfallmodell MCAO wurden erhdhte
Endothelinspiegel gefunden, die in die Pathogenese, des durch Ischdmie induzierten
Schadens involviert sind (110.). Ebenso erhéhten sich im Menschen nach Schlaganfall die

ET-Plasmaspiegel von 3,68 pmol/l auf 19,63 pmol/l (111.).

Stenman et al. konnten nachweisen, dass ET-B Rezeptoren nach einem Schlaganfall
vermehrt auf der betroffenen Seite in glatten Muskelzellen exprimiert werden (112.), wodurch
es zu einer verstarkten Kontraktion der GefalRe und zu einer verminderten Durchblutung des
versorgenden Hirnareals kommt. Die Ursachen fir die Vermehrte Expression der ET-B
Rezeptoren kann einerseits die bei einem Schlaganfall entstehende Inflammation (112

113.) sein und/oder die Dehnung der GefaRe aufgrund des entstehenden Odems (114.).

Die Blockade der ETA- oder ETB Rezeptoren fihrt zu einer Verringerung des
neurologischen Schaden nach einem akuten Schlaganfall (115.-117.). Durch die Blockade
der Rezeptoren kann der Abfall des cerebralen Blutflusses nach einem Schlaganfall
verringert und damit die Reperfusion der ischamischen Gebiete verbessert werden (105.;

117.). Durch die kombinierte ETA- und ET-B-Rezeptor Blockade konnten die Schadigungen
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des Gehirns nach einem Schlaganfall um 30% reduziert werden (106.). Da der ET-B
Rezeptor auch an dem Abbau von ET-1 beteiligt ist, fihrt eine Blockade dieses Rezeptors
auch immer zu einem Anstieg der ET-1 Plasma Konzentration, was eine Erklarung sein
kénnte warum bei einer Hemmung nur dieses Rezeptors oft die gewinschte Wirkung
ausblieb (119., 120).

Da ET-1 in die Schadenskaskade nach Ischdmie involviert ist und man durch Blockade
dieses Systems das Vorkommen und die Schaden eines Schlaganfalls positiv beeinflussen
kann, erscheint es sinnvoll durch Blockierung des ECE die ET-1 Produktion zu verringern,
ohne die abbauende Wirkung des ETB-Rezeptors zu beeinflussen (121.). Es steht hierfur ein
Medikament mit einer solchen Wirkung zur Verfiigung SLV338 (122.).

1.7 Schlaganfall und neutrale Endopeptidase

Die neutrale Endopeptidase (NEP) ist ein membranstandiges extrazellular ausgerichtetes
Enzym, das die Ringsturktur der natriuretischen Peptide zerstort und so diese abbaut (123.).
Sie gehort ebenso wie das ECE zur Familie M 13 der Metalloendopeptidasen, deren
Gemeinsamkeit ist, dass sie als Co-Faktor Zink binden (124.). Damit ist auch die NEP am
Abbau von ET-1 beteiligt (125.). Uber negative Rickkopplung wird die NEP-Expression
durch cGMP gesteigert und somit auch der Abbau natriuretischer Peptide.

Natriuretische Peptide sind eine Gruppe von verschiedenen Peptidhormonen atriales
natriuretisches Peptid (ANP), brain natriuretisches Peptid (BNP), dem C-Typ natriuretisches
Peptid (CNP), dem dendroaspis natriuretisches Peptid (DNP) und Urodalatin, die grofke
Ahnlichkeit in Struktur und Wirkung aufweisen. Die Ringstruktur aus 17 Aminosauren ist bei
den unterschiedlichen natriuretischen Peptiden zu grofRen Teilen identisch und wurde als der
Teil identifiziert, der flr die Rezeptorerkennung und dadurch fur die Wirkung verantwortlich
ist (123.; 126.; 127). Die Bildung der natriuretischen Peptide erfolgt hauptsachlich in den
Kardiomyozyten, bei ANP in denen des Atriums, bei BNP auch in Kardiomyozyten des
Ventrikels (127.-129.). Zu einem geringen Teil wird ANP auch in den Nieren, dem
Nebennierenmark und dem ZNS synthetisiert (130.; 131.). BNP zusatzlich in kardialen
Fibroblasten und obwohl es dort entdeckt wurde nur zu einem sehr geringen Teil im ZNS
(131.). Die Freisetzung der natriuretischen Peptide wird hauptséchlich durch eine erhdhte
Dehnung des Vorhofes bzw. der linken Kammer ausgel6st (123.; 132), aber auch durch
verschiedene Stimuli, z.B. Ischdmie und Hypoxie, ET-1, Ang Il und Interleukine (133.),
gehemmt wird die Freisetzung durch NO und Adrenomedullin (134.). Die Wirkungen,
Natriurese, Diurese und Vasodilatation werden (ber zwei Rezeptoren vermittelt, den
natriuretischen Peptid Rezeptor-A (NRP-A) und den natriuretischen Peptid Rezeptor-B
(NRP-B). Beide Rezeptoren werden in Niere, Herz, Gehirn, dem Endothel, der Lunge, den

Augen, den Nebennieren, der Plazenta und dem Gastrointestinaltrakt exprimiert (123.; 135).
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Es sind transmembranése Guanylatzyklase-Rezeptoren, die bei Aktivierung die Synthese
von cGMP steigern. Die Bindung zwischen Ligand und Rezeptor wird durch eine
Dephosphorilierung des Rezeptors wieder geldst, dies kann durch den Ligand selbst
ausgelost werden oder durch Ang Il oder ET-1 provoziert werden, was eine
Wirkungsabschwéachung der natriuretischen Peptide zur Folge hat (136.). Besonders bei
Krankheiten, bei denen diese Substanzen erhoht sind z.B. bei Herzinsuffizienz oder
Schlaganfall spielt dieser Vorgang eine wichtige Rolle. Die Wirkung der natriuretischen
Peptide ist vielfaltig. Sie sind an der Regulierung des Blutdrucks beteiligt und
dementsprechend auch an Krankheiten, die mit hohem Blutdruck einhergehen oder durch
ihn bedingt sind. Bei Herzinsuffizienz kommt es z.B. durch die erhéhte Wandspannung zu
einer deutlich vermehrten Freisetzung der natriuretischen Peptide. BNP ist einer der
wichtigsten prognostischen Faktoren bei dieser Krankheit, da seine Plasma Konzentration
mit dem Schweregrad der Erkrankung korreliert (137.; 138.). Hohe BNP Konzentrationen
sind Anzeichen fur ein Myokardinfarkt, linksventrikulares Herzversagen und sogar Mortalitat
(139.). Auch bei Vorgéngen, die wahrend oder anschliefend an einen Schlaganfall ablaufen
spielen natriuretische Peptide eine Rolle, und die BNP Konzentrationen sind nach einem
Schlaganfall erhéht (140.). Akdemir zeigte, dass ANP den intrakraniellen Druck nach einer
zerebralen Ischamie durch Verringerung des Gehirnédems senken kann (141.). Es stellt
wegen seiner zusatzlich vasodilatierenden und diuretischen Wirkung einen maoglichen
protektiven Wirkstoff dar (141.). In Dahl-Salz sensitiven Ratten konnte durch ANP die
Mortalitdt auf Grund von Schlaganfall verringert werden und der Blutdruckanstieg wird
verzogert (142.).

Eine Blockade der NEP flhrt zu einem Anstieg der natriuretischen Peptide, gleichzeitig wird
dadurch aber auch der Abbau von ET-1 vermindert. Durch SLV338 wird nicht nur die NEP
gehemmt, sondern auch das ECE, so dass es schon zu einer verminderten Produktion von
ET-1 kommt (122).

1.8 Schlaganfall und Antibiotikatherapie

Dass Antibiotika in der Lage sind, die Mortalitdt nach einem Schlaganfall zu senken, ist aus
tierexperimentellen Untersuchungen und aus der klinischen Praxis bekannt. So ist
beschrieben, dass es infolge eines Schlaganfalls zu einem als ,stroke induced
immunosuppression syndrome (SIDS)“ bekannten Phanomen der schnellen und
langwirksamen Suppression der zellularen Immunantwort kommen kann (143.; 144.), die fur
das Auftreten lebensbedrohlicher Infektionen wie Pneumonien in der akuten Phase nach

Schlaganfall verantwortlich ist. Tierexperimentelle Untersuchungen konnten beispielsweise
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einen protektiven Effekt von Moxifloxacin in der Dosis von 600 mg/kg KG in einem Modell
des induzierten Schlaganfalls in der Maus zeigen (145.).

Betrachtet man die Mdglichkeiten einer pharmakologischen Intervention nach einem
Schlaganfall, so muss man konstatieren, dass sich diese zur heutigen Zeit auf die Option
einer raschen medikamentdsen Revaskularisierung mittels Fibrinolytika beschréanken (146.).
Trotz vieler Jahre intensiver Forschung ist man einem Wirkstoff, der in der Akutphase nach
einem Schlaganfall gegeben werden kann und der die Mortalitdt, das Ausmald des
neurologischen Schadens oder die Grolle des geschadigten Areals positiv im Sinne des
Patienten beeinflussen kann, noch nicht ndher gekommen. Zwar verbesserte eine Vielzahl
von Stoffen die neurologische Situation im Tierversuch, doch erwiesen sich diese
potentiellen Medikamente letztendlich nicht als effektiv im klinischen Test (145.; 147.; 148)
oder vermochten die akute Mortalitdt im Tierversuch beziehungsweise in einer klinischen
Studie nicht zu verbessern (145.; 148.).

Bei der Uberlegung, wie eine Substanz wirken muss, damit sie die Mortalitit, das Ausmaf
des neurologischen Schadens oder die GroRe des durch den Schlaganfall geschadigten
Areals positiv beeinflussen kann, kommt man grundsatzlich auf zwei verschiedene, mogliche
Strategien. Wahrend die erste Strategie Uber eine schnelle Wiederherstellung der Perfusion
nach einem ischamischen Verschluss auf eine Reduktion des neurologischen Schadens und
die GroRe der infarzierten Areals zielt (149.), hat die zweite Strategie weniger die Ursache
des ischamischen Infarkts, sondern vielmehr die biochemischen und metabolischen
Veranderungen, die in Folge des sistierten Blutflusses im Schadensgebiet auftreten, im
Visier (150.).

Bei diesen biochemischen und metabolischen Veranderungen handelt es sich um eine
Vielzahl komplexer und miteinander verknilpfter Prozesse der Apoptose, der Inflammation,
des oxidativen  Stresses, der neurovaskularen  Schadigung, der Genese
elektrophysiologischer Abnormitaten sowie der durch Glutamat vermittelten Exzitotoxizitat
(24.; 150.). Uber eine exogen vermittelte Beeinflussung dieser Prozesse misste den
Neuronen die Moglichkeit gegeben werden, eine ischamische Phase und deren Folgen
besser zu tolerieren, so dass sich auf diesem als Neuroprotektion bezeichneten Wege die
Schaden nach einem Schlaganfall reduzieren lassen.

Eine weitere Moglichkeit, die zwar weniger Einfluss auf das Ausmal des neurologischen
Schadens und die GroRRe des Infarktvolumens hat, dafir aber bei der Mortalitat infolge von
Begleitinfektionen nach einem Schlaganfall eine umso bedeutendere Rolle spielt, ist eine
effektive antibiotische Wirkung der potentiellen Substanz, welche die klinischen Folgen einer
durch den Schlaganfall induzierten Immunsuppression senken kann (145.).

Gerade der an erster Stelle genannte Mechanismus der Neuroprotektion ist Uber die Jahre

durch eine Vielzahl von Untersuchungen genauer beleuchtet worden (150.). Eine wichtige
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Komponente im Konzept der Neuroprotektion ist dabei die Pravention oder Reduktion
exzitotoxischer Effekte, die durch erhohte extrazellulare Konzentrationen des exzitatorisch
wirkenden Glutamats bedingt sind (151.; 152.).

Da sich durch einige Veroffentlichungen in der letzten Zeit die Hinweise gemehrt haben,
dass Ceftriaxon Uber eine Modulation des GLT-1-Systems im Gehirn eine potentielle
Neuroprotektion vermitteln kann (153.; 154.), wurde in dieser Arbeit unter anderem
untersucht, welchen Einfluss Ceftriaxon auf die Akutmortalitadt, die neurologische Situation

und die Grolle des infarzierten Areals nach einem Schlaganfall in vivo hat.

1.9. Experimentelle Schlaganfallmodelle in der Ratte

1.9.1 Middle Cerebral Artery Occlusion (MCAOQO) in Wistarratten

Die operative Induktion eines Schlaganfalls in der Ratte durch Okklusion der mittleren
Zerebralarterie mit anschlieRender Reperfusion (MCAO) simuliert die Situation im Patienten
nach ischdmischen Schlaganfall und wird eingesetzt um die verschiedenen Abldufe, die
wahrend und nach einem Schlaganfall auftreten, zu untersuchen oder zur Uberpriifung der
Wirksamkeit neuer Substanzen. Die hier mittels Faden erzeugte fokale Ischamie mit
anschlieBender Reperfusion ist neuropathologisch durch einen Infarkt im Mediastromgebiet
gekennzeichnet. Die normotensive mannliche Wistarrate wird fur die Wirksamkeitsprifung
und Toxizitatsprifung im Rahmen der klinischen Zulassung von Substanzen eingesetzt und
stellt somit ein gutes Modell zur Untersuchung von blutdruckunabhangigen neuroprotektiven
Substanzen dar. Weiterhin soll die Vorbehandlung die Situation im Patienten nachstellen, der
aufgrund von Hypertonie unter einer solchen Medikation steht, wenn er einen Schlaganfall
erleidet. Eingeschrankt muss jedoch eingeraumt werden, dass die Patienten haufig
multimorbide sind wéahrend das Versuchstier vor Versuchsbeginn gesund ist und keine
anderen Vor- oder Begleiterkrankungen hat, die ggf. die Wirkung der zu untersuchenden
Substanz beeinflussen kdnnen. Alle Versuche wurden erst nach vorheriger Genehmigung
durch das LAGeSo und die §15 Kommission durchgefihrt. Hier wurden humane Endpunkte
als Abbruchkriterien definiert. Entsprechend dieser Endpunkte und in Ubereinstimmung mit
der Literatur liegt die Akutmortalitat in unserem MCAO Model in der Wistarratte in den
unbehandelten Schlaganfallgruppen im Mittel bei 30%.

Es sind verschiedenen Methoden bekannt, um einen Hirninfarkt im Tier zu induzieren(155.;
156.), die alle folgende Bedingungen erfullen missen: die Methode muss reproduzierbar
sein; d.h. bei gleicher Operation soll der Infarkt eine ahnliche GroRe und Lokalisation im
Gehirn haben, zwischen den einzelnen Tieren und mit der Situation im Menschen

vergleichbar und dabei moglichst schonend fur das Tier sein. Nach Berucksichtigung dieser
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Faktoren hat sich der intraluminale Verschluss der mittleren Zerebralarterie (intraluminal
middle cererbral artery occlusion MCAQO) durchgesetzt und ist heute die am haufigsten
angewendete Methode bei Untersuchungen zur fokalen zerebralen Ischdmie (157.). Die
MCAO ist leicht durchfihrbar, das Gewebe auRerhalb des Infarkts wird relativ wenig
geschadigt und die Tiere entwickeln ausreichend grol3e, vergleichbare Infarkte mit deutlicher
Penumbra, was diese Methode besonders fir Wirksamkeitsstudien neuer Substanzen
bedeutsam macht (158.). Die MCAQO wurde erstmals 1986 von Koizumi et al. beschrieben
und ist inzwischen haufig modifiziert und verbessert worden(155.; 159.). Grundprinzip dieser
Operationsmethode ist es, durch einen in der A. carotis interna vorgeschobenen monofilen
Nylonfaden den Abgang der A. cerebri media zu verschliefen, so dass es in deren
Versorgungsgebiet zu einer Ischdmie kommt. Die Dicke des Fadens, wie weit er
vorgeschoben wird, ob eine Reperfusion stattfindet, indem man nach einem definierten
Zeitraum den Faden wieder entfernt, wie lange diese Zeitspanne ist oder ob es ein
permanenter Verschluss der Arterie ist, sind die Parameter, die die GroRe und Lage des
Schlaganfalls beeinflussen (160.) und in verschiedenen Studien unterschiedlich gewahlt
werden. Neben der gewéahlten Operationsmethode, konnte auch ein Einfluss der Anasthesie
(161.; 162.) und des gewahlten Rattenstammes (163.) auf die experimentellen Ergebnisse
nachgewiesen werden. In den hier vorliegenden Interventionsstudien wurde ein 4-0 monofiler
Nylonfaden gewahlt, dessen Spitze abgerundet und mit Kunststoff umhullt und 18 mm weit
distal der Bifurcation der A. carotis communis in die A. carotis interna vorgeschoben wurde.
Nach 90 min. wurde der Faden herausgezogen und es fand eine Reperfusion des
geschadigten Gebiets statt (84.). Durch diese Reperfusion kommt es zu ahnlichen
Vorgéngen im Rattengehirn, wie sie im Menschen nach einem voribergehenden Media-
Infarkt ablaufen. Da sowohl der Pathomechanismus durch den Verschluss eines Gefales als
auch die pathologische Anatomie eine weitgehende Ubereinstimmung mit dem ischamischen
Schlaganfall beim Menschen aufweisen, wird den Modellen der fokalen zerebralen Ischamie
gegenlber denen der globalen Ischamie eine gréflere Relevanz beigemessen und das

Modell eignet sich fir Interventionsstudien.

1.9.2 MCAO bei doppelt transgenen Ratten (humanes Renin und humanes
Angiotensinogen)

Um die neuroprotektiven Effekte des Renin-Inhibitors Aliskiren untersuchen zu koénnen
wurden doppelt-transgene Ratten (dTGR) verwendet, da Aliskiren hochspezifisch fur
humanes-Renin ist. Die doppelt-transgenen Ratten (dTGR) sind ein humanisiertes Modell
(164.; 165). Das humane ,stroke induced immunosuppression syndrome (SIDS)" -Konstrukt,

bestehend aus dem gesamten humanen AOGEN-Gen mit funf Exons und 4 Introns, wird am
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5°-Ende von 1.3 kB und am 3’-Ende von 2.4 kB flankiert. Das humane Reninkonstrukt
besteht aus dem gesamten genomischen Bereich des Reningens mit 10 Exons und 9 Introns
und wird von 3.0 kB der 5°-Region des Promotors und 1.2 kB der 3°-Sequenz umgeben
(166.). Sprague-Dawley-Ratten dienten hierfir als Wildtypstamm. Die dTGR gingen aus
einer Kreuzung der homozygoten humanen AOGEN-Linie und der homozygoten humanen
Renin-Linie hervor. Neben der Expression des eigenen RAS exprimieren die dTGR
zusatzlich humanes Angiotensinogen und humanes Renin. Ratten, die entweder humanes
Renin oder humanes Angiotensinogen exprimieren, sind normoton. Humanes
Angiotensinogen wird nur von humanem Renin gespalten, wahrend Angiotensinogen von
Ratten nur als Substrat von Ratten-Renin dient. Da das aus beiden Systemen entstehende
Ang | identisch ist und anschlielend auf gleiche Art in Ang Il umgewandelt wird, besitzen die
dTGR enorm hohe Ang II-Spiegel (167.) und entwickeln unbehandelt Bluthochdruck,
Niereninsuffizienz mit ausgepragter Albuminurie, Vaskulopathie und schwere
linksventrikulare Hypertrophie. Im Alter von sieben bis acht Wochen versterben diese Tiere
(167.; 168). Durch den Schweregrad der Organschadigung ist dieses Modell in besonderer
Weise geeignet, um die Pathogenese von Ang ll-bedingten Organ- und GefaRschaden,
ebenso wie Renin-Inhibitoren, zu untersuchen. Aliskiren hat in diesem Modell bereits gezeigt,
dass es die aufgrund erhohter Ang Il-Spiegel auftretenden kardiovascularen und renalen
Endorganschaden verhindern kann (169.). Schlaganfallstudien sind bisher in diesem Model
nicht durchgefiuihrt worden. Es wurde analog zu 1.9.1 operativ eine transiente 90 minutige

ischamie mit anschlieRender Reperfusion mittels Fadenmodell durchgeflhrt.

1.9.3 Stroke prone spontaneously hypertensive rat (SHR-SP)

Das Model der SHR-SP ist einzigartig, um kardiovaskulare Krankheiten zu studieren. Der
Phanotyp der SHR-SP ist polygen und mit einer Uberaktivitit des Renin-Angiotensin
Systems assoziiert. Mit einer Inzidenz von Uber 80% in der 30. Lebenswoche kdnnen
spontan multiple zerebrovaskulare Lasionen verschiedenen Ausmalies auftreten.

Bei den SHR-SP handelt es sich um einen Inzuchtstamm mit genetisch fixiertem
Bluthochdruck und einer Salzsensitivitat, die gehauft zu Schlaganfallen fahrt (170.; 171).
Dieser Stamm wurde aus spontan hypertensiven Ratten in Kyoto ab 1970 von Yomori und
Okamoto als SHR-SP-Ratten herausgezichtet. Hierbei wurde eine selektive Inzucht von
SHR-Nachkommen vorgenommen, deren Eltern an einem Schlaganfall verstorben waren
(171.). Die SHR wiederum stammen urspriinglich von spontan hypertensiven Wistar Kyoto
Ratten ab (172.). Die Ratten entwickeln schrittweise im jungen erwachsenen Alter von 12-15
Wochen eine arterielle Hypertonie, die bis zu 220- 240 mmHg in der 20 Lebenswoche

erreichen kann. Daraus resultiert schlieBlich ein Multisystemendorganschaden mit vaskularer

21



und kardialer Hypertrophie, Myokardfibrose, Glomerulosklerose und Schlaganfall, an denen
sie versterben (173.). Durch eine Salzdiat mit 4% NaCl und 0,75% Kalium im Futter und 1%
NaCl im Trinkwasser wird die Manifestation zerebraler Infarkte auf Uber 80% forciert (170.;
171.). Histologische Untersuchungen von Gehirnen der SHR-SP zeigten Veranderungen in
den zerebralen GeféRRen, die als fibrinoide Nekrose bezeichnet und wahrscheinlich durch
eine vermehrte Aktivitdt von Makrophagen ausgeldst werden (174.; 175.). Die gleichen
Veranderungen konnten auch beim Schlaganfall im Menschen nachgewiesen werden (176.).
Genauere Untersuchungen zur Pathologie des Schlaganfalls in SHR-SP zeigten, dass es zu
einer deutlichen Reduzierung des zerebralen Blutflusses kommt, sogar noch bevor erste
neurologische Stérungen auftreten (177.). Spater kommt es weiterhin zu einer gestorten
Permeabilitat der Gefalle durch Anschwellen der Perizyten (178), ebenso wie endotheliale
Dysfunktion, z.B. einer verminderten Antwort der GeféalRe auf vasodilatatorische Substanzen
(179.). Durch diese pathogenetische Ahnlichkeit zwischen der Entwicklung eines
Schlaganfalls und dessen spaterem Verlauf in SHR-SP und Mensch eignet sich dieses

Tiermodell gut fur Studien zur Schlaganfall Pravention.

2. Eigene Arbeiten

2.1. Die Vorbehandlung mit Candesartan verbessert im Vergleich zu Ramipril die
neurologischen Schaden nach Schlaganfall und stimuliert das Neurotrophin
BDNF/TrkB System.

Krikov M*, Thone-Reineke C*, Muller S, Villringer A, Unger T. Candesartan but not ramipril
pretreatment improves outcome after stroke and stimulates neurotrophin BNDF/TrkB system
in rats. J Hypertens. 2008 Mar;26(3):544-52

Viele Studien belegen, dass mit Hilfe der Blockierung des RAS mit ACE-Inhibitoren oder
ARBs die Inzidenz von Schlaganfallen verringert werden kann (66.; 72.; 78.-81.). Dariber
hinaus zeigen tierexperimentelle Untersuchungen, dass insbesondere ARBs Blutdruck-
unabhangige, neuroprotektive Wirkungen vermitteln, welche die
Schlaganfallpathophysiologie beeinflussen kénnen (59.; 82.-86.). Unter dieser Vorstellung
kdénnte die Therapie mit einem ARB der Therapie mit einem ACE-Inhibitor Gberlegen sein. Im
Rahmen dieser Interventionsstudie sollen die neuroprotektiven blutdruckunabhangigen
Effekte vom ARB Candesartan im Vergleich mit dem ACE-Hemmer Ramipril auf den
neurologischen Status im Zusammenhang mit dem Neurotrophinsystem nach fokaler

zerebraler Ischamie bei Ratten untersucht werden.
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2.2. Vergleich zwischen Mono-und Kombinationstherapie mit Candesartan und

Pioglitazon in der transienten fokalen zerebralen Ischdmie in der Ratte

U, Unger T, Thoene-Reineke C. Comparison between single and combined treatment with
candesartan and pioglitazone following transient focal ischemia in rat brain. Brain Res. 2008
May 7;1208:225-33.

In den letzten Jahren wurde in verschiedenen Studien gezeigt, dass die systemische
Behandlung mit ARB’s (59.; 82.-86.) oder PPAR-y-Liganden (180.; 181.) verschiedene
positive Effekte in der zerebralen Ischamie hat.

In der vorliegenden Arbeit sollen durch die Vorbehandlung mit dem AT1-Rezeptorblocker
Candesartan und dem Insulinsensitizer und PPAR-y-Liganden Pioglitazon, vor der Induktion
eines Schlaganfalls durch die Okklusion der mittleren zerebralen Arterie, mogliche
Verbesserungen des neurologischen Schadens und eine Reduzierung der InfarktgroRe
gezeigt werden. Zuséatzlich sollen durch eine kombinierte Behandlung mit Candesartan und
Pioglitazon mdgliche synergistische Effekte auf die neurologischen Auswirkungen und das
Infarktvolumen nach dem Schlaganfall demonstriert werden. Es wurden zugrunde liegende
Mechanismen des maéglichen Synergismus zwischen AT1-Rezeptorblockade und PPAR-y-
Aktivierung untersucht. Weiterhin soll gezeigt werden, dass die Verbesserung des
neurologischen Schadens und die Reduzierung der InfarkigroRe aus einer Inhibierung
proinflammatorischer Mediatoren (TNF-a, CXCL-1 und NF-kB) resultiert. Um die molekularen
Mechanismen zwischen dem Renin-Angiotensin-System und PPAR-y naher zu identifizieren,
wurden mittels eines Inflammationsmodells in in vitro (Astrozyten)-Studien weitere

Untersuchungen durchgefihrt.
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2.3. Praventions- und Interventionsstudien mit Telmisartan, Ramipril und der

Kombinationstherapie in Schlaganfallmodellen der Ratte.

Thoene-Reineke C, Rumschissel K, Schmerbach K, Krikov M, Wengenmayer C, Godes M,
Mueller S, Villringer A, Steckelings U, Namsolleck P, Unger T. Prevention and intervention
studies with telmisartan, ramipril and their combination in different rat stroke models. PLoS
One. 2011;6(8):€23646. Epub 2011 Aug 25.

In klinischen Studien in Patienten mit Hypertonie oder einem erhdhten kardiovaskularen
Risiko wurden die Effektivitat von ARB’s und ACE Hemmern in der primdren und
sekundaren Schlaganfallpravention belegt (66.; 72.; 79.-81.). Durch die Kombination aus
ARB’s und ACE Hemmern sollen sich die Vorteile beider Substanzgruppen addieren bzw.
Nachteile wie das Escape-Phanomen kompensiert werden.

Unter dieser Vorstellung kénnte die Kombinationstherapie aus Telmisartan und Ramipril der
jeweiligen Monotherapie Uberlegen sein. Hinsichtlich der Schlaganfallinzidenz konnte die
ONTARGET-Studie keinen Unterschied zwischen beiden Substanzgruppen feststellen.
Zudem erbrachte die Kombinationstherapie aus beiden Substanzgruppen keinen
zusatzlichen Nutzen (88.). Jedoch war es anhand der Studienergebnisse nicht mdglich,
Aussagen Uber Unterschiede bezlglich der neurologischen Auswirkungen zwischen den
Gruppen zu machen.

In der vorliegenden Studie werden Kopf an Kopf, die Effekte des AT1-Rezeptor Blockers
Telmisartan und des ACE Inhibitors Ramipril und deren Kombinationstherapie untersucht.
Analog zur Ontarget Studie wird in der Praventionsstudie in SHR-SP Ratten die
Schlaganfallinzidenz analysiert und dartber hinaus in einer Interventionsstudie der akuten
zerebralen Ischamie in normotensiven Ratten die mdgliche Neuroprotektion.

In der Praventionsstudie zeigt sich analog zur ONTARGET-Studie, dass in allen
Behandlungsgruppen gleichermal3en die Schlaganfallinzidenz signifikant reduziert wird, das
Uberleben verlangert wird und der neurologische Schaden verringert wird. In der
Interventionsstudie im akuten Schlaganfallmodell in normotensiven Ratten ist Telmisartan
und die Kombinationstherapie aus Telmisartan und Ramipril der Monotherapie mit Ramipril
hinsichtlich der neurologischen Schaden, dem Infarktvolumen, der Inflammation und dem
neuronalen Uberleben tberlegen.

Telmisartan, Ramipril und die Kombinationstherapie haben gleichermalien positive Effekte
hinsichtlich der Schlaganfallinzidenz, wenn der determinierende Faktor Blutdruck
gleichermalfien gesenkt wird.

Dagegen sind im akuten Schlaganfallmodell Telmisartan und die Kombinationstherapie aus
Telmisartan und Ramipril der Monotherapie mit Rampirl hinsichtlich der Neuroprotektion

Uberlegen.
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2.4. Die Effekte von Aliskiren im Schlaganfall in humanen Renin und Angiotensinogen
doppelt transgenen Ratten

Schmerbach K, Pfab T, Zhao Y, Culman J, Mueller S, Villringer A, Muller DN, Hocher B,
Unger T, Thoene-Reineke C. Effects of aliskiren on stroke in rats expressing human renin
and angiotensinogen genes. PLoS One. 2010 Nov 29;5(11):e15052.

Renininhibitoren wurden primar als Antihypertensiva entwickelt. Sie reduzieren sowohl in
hypertensiven Tiermodellen als auch im Patienten mit essentieller Hypertonie, den mittleren
arteriellen Blutdruck oder den systolischen und diastolischen Blutdruck ohne Einfluss auf die
Herzrate (90.; 91.).

Die Protease Renin spielt eine Schlisselrolle im RAS, da sie die Hydrolyse von
Angiotensinogen zu Ang | katalysiert. Renininhibitoren stellen einen neuen Therapieansatz
zur Behandlung der Hypertension und des Schlaganfalls dar, da sie den ersten Umsatz
limitierenden Schritt im RAS blockieren; im Vergleich zum ACE-Hemmer kann dieser
katalysierende Schritt nicht umgangen werden, somit haben die Renininhibitoren
maoglicherweise ein groleres antihypertensives Potential im Vergleich zum ACE-Hemmer
(29.; 90.); Renininhibitoren sind sehr spezifisch, da Angiotensinogen das einzige Substrat fir
Renin darstellt. Aliskiren ist ein potenter und selektiver Renininhibitor. Aliskiren ist in
gebrauchlichen Dosierungen spezifisch fir humanes Renin, darum kann dieses nur in einem
humanisierten Modell mit Uberexprimierendem humanen Renin und Angiotensinogen wie
den dTGR h-REN x h-AOGEN Ratten (DTGR) untersucht werden. DTGR entwickeln maligne
Hypertonie mit Endorgansch&den und werden nicht alter als 8 Wochen (169.). In DTGR
wurde bisher der Schlaganfall noch nicht induziert. In dieser experimentellen Studie wird
erstmals in DTGR der Schlaganfall untersucht und es ist die erste Untersuchung zum
Aliskiren im Schlaganfall. Es sollen die moglichen neuroprotektiven Effekte der systemischen
Vorbehandlung mit Aliskiren im Vergleich zu Candesartan in Bezug auf Mortalitat,

neurologische Auswirkungen und Inflammation untersucht werden.
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2.5. Ein neuer Therapieansatz in der primaren Schlaganfallpravention:
Verbessertes Uberleben durch simultane Inhibierung des Endothelin Konversions

Enzyms und der neutralen Endopeptidase in SHR-SP.

Wengenmayer C, Krikov M, Mueller S, Lucht K, Villringer A, Hocher B, Unger T, Thoene-
Reineke C. Novel therapy approach in primary stroke prevention: simultaneous inhibition
of endothelin converting enzyme and neutral endopeptidase in spontaneously

hypertensive, stroke-prone rats improves survival. Neurol Res. 2011 Mar;33(2):201-7.

Eine der Hauptursachen des Schlaganfalls und damit auch der Haupteinsatzbereich fur
neue Medikamente ist der Bluthochdruck (182.).

Ein in die Blutdruckregulation eingreifendes System ist das Endothelin System.
Endothelin-1 (ET-1) ist einer der potentesten Vasokonstriktoren und damit auch
mitverantwortlich in der Entwicklung des hohen Blutdrucks und Endorganschaden (183.).
Ebenfalls an der Regulierung des Blutdrucks beteiligt sind die natriuretischen Peptide:
ANP, BNP und CNP. Sie wirken vasodilatativ und damit blutdrucksenkend und hemmen
die Endothelinfreisetzung. In verschiedenen Studien wurden fur ET-1 negative und fir die
natriuretischen Peptide positive Effekte bei zerebrovaskularen Erkrankungen
nachgewiesen (110.; 111.; 140.-142.).

Da das Endothelin synthetisierende Enzym ECE und die natriuretische Peptide
abbauende, neutrale Endopeptidase beide zu den Zink-Metalloproteasen gehoéren und
strukturell eng miteinander verwandt sind, ist es moglich, beide mit einer Substanz zu
hemmen und so die Konzentration von Endothelin1 zu senken und die der
natriuretischen Peptide zu erhdhen. In dieser Praventionsstudie soll erstmals die
simultane Inhibierung des Endothelin Konversionsenzyms und der neutralen

Endopeptidase durch SLV 338 im primaren Schlaganfall untersucht werden.
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2.6. Das Beta-Lactam-Antibiotikum Ceftriaxon verbessert dramatisch das Uberleben,
erhoht die Glutamataufnahme und induziert Neurotrophine im Schlaganfall.
Thone-Reineke C, Neumann C, Namsolleck P, Schmerbach K, Krikov M, Schefe JH, Lucht
K, Hortnagl H, Godes M, Miller S, Rumschussel K, Funke-Kaiser H, Villringer A, Steckelings
UM, Unger T. The beta-lactam antibiotic, ceftriaxone, dramatically improves survival,
increases glutamate uptake and induces neurotrophins in stroke. J Hypertens. 2008
Dec;26(12):2426-35.

Eine lokale Ischamie im Gehirn fUhrt zu einem Anstieg der extrazellularen
Glutamatkonzentration (25.; 26.). Durch einen verstarkten Transport des Glutamats aus dem
Extrazellularraum kann die exzitotoxische Wirkung des Glutamats auf Neurone verringert
werden. Durch Rothstein et al. ist beschrieben worden, dass Ceftriaxon neuroprotektive
Eigenschaften im Gehirn entwickeln kann, welche auf eine Expressionssteigerung des
astrozytaren  Glutamattransporters  GLT-1  zurlckzufihren seien (153.). Diese
Untersuchungen wurden im Kontext der amyotrophen Lateralsklerose im Mausmodel
durchgefihrt und diskutiert. In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Ceftriaxon auf
den GLT-1 in einer Interventionsstudie der fokalen zerebralen Ischdmie in der Ratte
untersucht und weitere zugrunde liegende Mechanismen in in vifro Studien in primaren

Astrozyten untersucht.

68



3. Diskussion

Der Schlaganfall stellt zurzeit eine der grofdten globalen medizinischen,
gesundheitspolitischen und soziodkonomischen Aufgaben dar (1.; 2.); er bleibt im
aktuellen WHO-Bericht weltweit die dritthaufigste Todesursache nach koronarer
Herzkrankheit (KHK) und malignen Neoplasien und die haufigste Ursache fur
Langzeitbehinderung (2.).

Die einzige zugelassene, kausal wirksame Therapie des akuten Schlaganfalls, die
rekanalisierende Therapie mittels rtPA, kann zur Zeit bei hbéchstens ein bis zwei
Prozent aller betroffenen Menschen durchgefiihrt werden und muss innerhalb der
ersten drei Stunden nach Schlaganfall erfolgen (184.).

In Interventionsstudien des experimentellen Schlaganfalls wurden in den letzten 15
Jahren neuroprotektive Ansatze entwickelt (185.). Heute wei® man, dass
Mechanismen wie Exzitotoxizitat, Inflammation und Apoptose im Rahmen einer
komplexen Schadenskaskade verlaufen und vielversprechende Angriffspunkte fur
eine neuroprotektive Therapie des Schlaganfalles darstellen kdénnen (24.; 185.).
Gleichermalien ist heute hinlanglich bekannt, dass kardiovaskuldre Ereignisse wie
der Schlaganfall in direkter Beziehung zu arterieller Hypertonie stehen (11.; 12). Vor
allem hypertoniebedingte Strukturumbildungen und funktionelle Veranderungen der
Blutgefasse erhdéhen das Risiko flr einen Schlaganfall enorm (12). Daher ist die
oberste Préamisse in der Pravention des Schlaganfalls, die antihypertensive
Behandlung mit dem Ziel der Reduktion des mittleren arteriellen Blutdrucks.

Das RAS spielt eine herausragende Rolle innerhalb der kardiovaskularen
Homdostase und Blutdruckregulation (45.). Ang I, das Haupteffektorpeptid des RAS,
Ubt seine pathologischen Effekte nahezu ausschliel3lich Gber den AT1-Rezeptor aus.
Dabei fihrt eine AT1-Rezeptoraktivierung nicht nur zu Hypertonie, sondern auch zu
Inflammation, Zellproliferation, linksventrikuldrer Hypertrophie, Bildung freier
Sauerstoff-Radikale, endothelialer Dysfunktion und anderen pathologischen
Prozessen (45.). Dieser ungunstigen Wirkung von Ang Il am AT1-Rezeptor kann
mdoglicherweise zum Teil Uber eine AT2-Rezeptorstimualtion entgegen gewirkt
werden. Heute stellt die pharmakologische Blockade des RAS eine der effektivsten
und meist verbreiteten therapeutischen Ansatze in der Behandlung kardiovaskularer
und renaler Erkrankungen dar. Diese Blockade wird durch verschiedene
Wirkmechanismen erreicht — zum einen durch Inhibierung der Ang Il-Bildung mit
ACE-Hemmern, Blockade der Ang Il-Effekte am AT1-Rezeptor mit ARBs, durch
direkte Renin-Inhibition oder durch Stimulierung des AT2-Rezeptors mit der neuen,

noch in der Entwicklung befindlichen Substanz C21. Eine Folge der Inhibierung des
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RAS an den verschiedenen Punkten entlang der Kaskade sind allerdings auch
Effekte auf andere Komponenten des Systems, die mdglicherweise zu einer
unvollstdndigen Blockade des RAS fuhren und damit zu ungunstigen Auswirkungen
auf den Patienten. Eine Madglichkeit zur Lésung dieses Problems stellen
Kombinationsbehandlungen dar, und eine andere sind neue Indikationen fir
bewahrte Wirkstoffe (29).

In der ersten Originalarbeit wurde der AT-1 Antagonist Candesartan im direkten
Vergleich zum ACE-Hemmer Ramipril in equipotenten subhypertensiven Dosen in
einer Interventionsstudie im ischamischen Schlaganfallmodell der Ratte untersucht.
Hier zeigte sich der AT-1 Antagonist gegenuber dem ACE-Hemmer hinsichtlich des
neurologischen Schadens und des Schlaganfallvolumens als Uberlegen. Seine
Wirkung war assoziiert mit einer Aktivierung des Neurotrophin BDNF/TrkB Systems.
In der zweiten Orginalarbeit wurde der AT-1 Antagonist Candesartan und der
PPARgamma-Aktivator Pioglitazon sowie die Kombination beider Substanzen in einer
Interventionsstudie im MCAO-Modell der Ratte untersucht. Die Kombinationstherapie
war hinsichtlich der Infarktvolumina und des neurologischen Schadens den jeweiligen
Monotherapien nicht Gberlegen. Es scheint hier keinen Synergismus zwischen beiden
Substanzklassen zu geben.

In der dritten Orginalarbeit wurden in Analogie zur ONTARGET-Studie spontan-
hypertensive Ratten (SHR) — stroke prone fur zwolf Wochen mit dquipotenten Dosen
Telmisartan, Ramipril oder ihrer Kombination behandelt. Der Blutdruck in den
unbehandelten Tieren stieg bis auf maximal 239 mmHg an, wobei er in allen
Behandlungsgruppen stabil zwischen 140 und 150 mmHg blieb. Auf zusatzliche
neuroprotektive Effekte der Kombinationsgruppe gab es innerhalb dieser Studie keine
Hinweise. Am Studienende waren 50% der Tiere der Kontrollgruppe verstorben,
wahrend im Gegensatz dazu die Tiere aller Behandlungsgruppen die gesamte
Studiendauer Uberlebten. Durch eine MRT-gestutzte Bildgebung konnten in einigen
Gehirnen von Kontrolltieren hyperintense Lasionen und Einblutungen dokumentiert
werden. In allen Behandlungsgruppen waren Uber die gesamte Studiendauer keine
pathologischen Veranderungen im Gehirn feststellbar. Die mit ischamischen
Schlaganfallen einhergehenden neurologischen Defizite waren in der Kontrollgruppe
signifikant ausgepragter als die in den Behandlungsgruppen. Eine
Kombinationsbehandlung aus ACE-Hemmer und ARB wies in der Praventionsstudie
keine zusatzlichen positiven Effekte hinsichtlich Neuroprotektion und Mortalitat im
Vergleich zu den entsprechenden Monotherapien auf. Dagegen zeigten sich in der
Interventionsstudie im MCAO-Modell Telmisartan und die Kombination aus

Temisartan und Ramipril der Monotherapie mit Ramipril Gberlegen.
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Die vierte Studie dieser Arbeit war eine Interventionsstudie im akuten experimentellen
Schlaganfallmodell, die auf modgliche neuroprotektive Effekte einer systemischen
Behandlung mit antihypertensiven Dosen von Aliskiren im Vergleich zu Candesartan
in  doppelt-transgenen  (hRen- und hAOGEN-)Ratten abzielte.  Beide
Behandlungsoptionen konnten die Akutmortalitdt des Schlaganfalls im Vergleich zur
Kontrollgruppe mit 33.3% auf unter 10% senken. Durch eine flnftagige Vor- und eine
siebentagige Nachbehandlung mit Aliskiren verbesserten sich die neurologischen
Funktionen der Tiere nach dem Schlaganfall im Vergleich zu Candesartan signifikant.
Die innerhalb der ersten 24 Stunden aufgetretenen Krampfanfélle in unbehandelten
Tieren konnten durch Aliskiren oder Candesartan vollstdndig verhindert werden. In
der Region des ischamischen Kerns war Aliskiren in der Lage, die nach einem
Schlaganfall auftretenden inflammatorischen Prozesse zu reduzieren, wie
exemplarisch fur die Markergene CXCL-1, TNF-a und IL-6 gezeigt werden konnte.
Ein direkter Vergleich legt nahe, dass bei doppelt-transgenen Ratten eine
Behandlung mit Aliskiren vor- und wahrend einer zerebralen Ischdmie mindestens
ebenso effektiv ist wie Candesartan. Die verbesserten neurologischen Funktionen in
der Aliskirengruppe waren blutdruck-unabhangig und kénnen zum Teil durch die
primaren anti-inflammatorischen Mechanismen erklart werden.

Ein anderes in die Blutdruckregulation und den Schlaganfall eingreifendes System ist
das Endothelinsystem. Einen voéllig neuen praklinischen Ansatz stellt die flinfte
Orginalarbeit dar. Hier wird durch den kombinierten ECE/NEP Hemmer SLV338 ein
neuer therapeutischer Ansatz fur die primare Schlaganfallpravention aufgezeigt.
Dieser Wirktstoff hemmt die Bildung von ET-1 durch Hemmung des ECE; gleichzeitig
bewirkt es durch Hemmung der neutralen Endopeptidase einen Anstieg der
natriuretischen Peptide. Es zeigte sich im SHR-SP Praventionsmodell, dass durch die
Behandlung mit SLV338 die Mortalitat signifikant gesenkt werden konnte und zwar
unabhangig vom Blutdruck. Dieses Ergebnis ist vielversprechend und muss in
weiteren Studien verifiziert werden, insbesondere der zugrunde liegende

Wirkmechanismus.

Die einmalige Nachbehandlung mit Ceftriaxon in klinischer Dosierung im akuten
Schlaganfallmodell in Wistar Ratten fuhrte zu einer signifikanten Reduktion der
akuten Schlaganfallmortalitat und zu einer Verbesserung des Schlaganfall-bedingten
neurologischen Defizits, bedingt durch eine verringerte Exzitotoxizitat, da die
Aktivierung des GLT1 Transporters zu einer verminderten Glutamattoxizitat fuhrt.
Dartber hinaus kam es zur Stimulierung des Neurotrophinsystems und zu einem

signifikanten Anstieg Uberlebender Neurone in der Penumbra.
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Die sechste Orginalarbeit stellt hier ein erfolgversprechendes Ergebnis dar, das in
einer klinischen Studie verifiziert werden sollte. Pleiotrop-neuroprotektive Effekte sind
im Schlaganfall auch bei anderen Antibiotika beschrieben (186.; 187.).

Die Frage, warum in tierexperimentellen Studien pharmakologisch wirksame
Substanzen in klinischen Studien am Menschen nicht Gberzeugen, wird in den letzten
Jahren in der Literatur haufig diskutiert. Dabei werden vor allem zwei wesentliche
Grinde als Ursachen fur das Scheitern klinischer Neuroprotektionsstudien genannt:
zum einen bildet die Auswahl der tierexperimentellen Modelle und das Design pra-
klinischer Studien die klinische Situation des Schlaganfallpatienten nicht hinreichend
ab — damit sind die verwendeten Tiermodelle nicht ausreichend auf den Menschen
Ubertragbar. Zum anderen werden beim Design klinischer Studien die Ergebnisse
pra-klinischer Studien nicht hinlédnglich bertcksichtigt oder gar fehlinterpretiert.
Werden zukinftige experimentelle Schlaganfallmodelle sorgfaltiger geplant,
durchgefihrt, ausgewertet und interpretiert und die ohnehin unendlich komplexen
Prozesse im Gehirn nach Schlaganfall bedacht, rickt eine pharmakologische

Neuroprotektion moglicherweise in greifbare Nahe.
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4. Zusammenfassung

In dieser kumulativen Habilitationsschrift werden insgesamt 6 Orginalarbeiten der
Autorin zum Thema Praventions- und Interventionsstudien im experimentellen
Schlaganfall der Ratte vorgestellt.

In der ersten Interventionsstudie an Wistarratten, die einer Middle Cerebral Artery
Occlusion (MCAOQO) unterworfen wurden, fuhrte die systemische Vorbehandlung mit
subantihypertensiven Dosen des ARB Candesartan zur Neuroprotektion nach fokaler
zerebraler Ischdmie assoziiert mit einer Aktivierung des Neurotrophin BDNF/TrkB
Systems, wahrend der ACE Hemmer Ramipril in subantihypertensiven Dosierungen
diese Effekte nicht zeigte. Daraus kann gefolgert werden, dass Hypertoniker, die
unter Langzeittherapie stehen in Bezug auf die Neuroprotektion von einem ARB
besser profitieren als von einem ACE-Hermmer, was durch klinische Studien belegt
ist (72.; 78.-80.).

In einer weiteren Interventionsstudie an Wistarratten mit MCAO erwies sich die
Kombinationstherapie aus Candesartan und Pioglitazone als gleichermalien effektiv
wie die jeweilige Monotherapie. Die Behandlung mit Candesartan, Pioglitazon und
der Kombination beider Substanzen reduzierte den neurologischen Schaden 24 h
und 48 h nach MCAO sowie das Infarktvolumen und die zerebrale Inflammation.
Daraus kann man schlieBen, dass ein direkt synergistischer neuroprotektiver Effekt
zwischen ARB und TZD unwahrscheinlich ist und Patienten mit Diabetes mellitus und
oder metabolischem Syndrom, die einen Schlaganfall erleiden, von dieser
Kombinationstherapie hinsichtlich einer Verbesserung der Schlaganfall-Symptomatik
nicht profitieren.

In der Praventionsstudie an SHR-SP zeigten sich Telmisartan, Ramipril und die
Kombinationstherapie mit diesen beiden Substanzen nicht unterschiedlich hinsichtlich
Schlaganfallinzidenz und neurologischer Schaden. Die Kombinationstherapie war der
jeweiligen Monotherapie nicht Uberlegen, wobei jedoch niedrigere Dosierungen der
Einzelsubstanzen in der Kombinationstherapie zum gleichen Erfolg flhrten.
Andererseits waren Telmisartan und die Kombination aus Telmisartan und Ramipril in
der Interventionsstudie an Wistarratten mit MCAO der Monotherapie mit Ramipril im
Bezug auf die Neuroprotektion Uberlegen.

In der Interventionsstudie mit doppelt transgenen Ratten, die das humane Renin und
Angiotensinogen Uberexprimieren, zeigt ein direkter Vergleich zwischen dem ARB
Candesartan und dem Renininhibitor Aliskiren in diesem Tiermodell gleich gute

Ergebnisse in Bezug auf die Verbesserung der neurologischen Defizite nach
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Schlaganfall. Die Ergebnisse sind Blutdruck-unabhangig und sprechen fur eine
Neuroprotektion durch antiinflammatorische Wirkungen.

Betrachtet man alle Ergebnisse der Studien, die in das RAS eingreifen, kann man
schlussfolgern, dass in Bezug auf die Schlaganfallpravention eine erfolgreiche
Blutdrucksenkung oberstes Ziel sein muss und die Substanzklassen hier
gleichermalien erfolgreich sind. Ist man aber unter Therapie als Risikopatient und
erleidet einen Schlaganfall, dann ist das Gehirn moglicherweise unter ARB
Behandlung bzw. Kombinationsbehandlung aus ARB und ACE besser geschutzt als
unter alleiniger Behandlung mit einem ACE-Hemmer. Die Kombinationstherapien aus
TZD und ARB bzw. ACE und ARB erweisen sich gegeniber den Monotherapie mit
ARB als nicht effizienter. Aliskiren ist in dem artifiziellen doppelttransgenen
Rattenmodell dem ARB Candesartan als gleichwertig anzusehen. ARBs sind
mdglicherweise durch |hre indirekten Wirkungen am AT2 Rezeptor den anderen
Substanzklassen des RAS Uberlegen; dies wird bestatigt durch neueste Ergebnisse
mit den neuen selektiven AT2 Agonisten Compound 21.

In der Praventionsstudie in SHR-SP zeigt sich der kombinierte ECE/NEP Hemmer
SLV338 als neuer therapeutischer Ansatz fir die primare Schlaganfallpravention,
indem er die Schlaganfallinzidenz und signifikant die Mortalitdt senkte. Die
Mechanismen sind offensichtlich blutdruckunabhangig und muissen in weiteren
tierexperimentellen Studien untersucht werden.

SchlieBlich fuhrte in der Interventionsstudie an Wistar Ratten mit MCAO eine
einmalige Nachbehandlung mit dem Antibiotikum Ceftriaxon zu einer massiven
Reduktion der akuten Schlaganfallmortalitit und zur Verbesserung des
neurologischen Schadens. Es ist eine mogliche neue therapeutische Option zur
Schlaganfallbehandlung. Ceftriaxon stimuliert das Neurotrophinsystem und die GLT1
Transporteraktivitat, was in einem erhdhten Uberleben der Neuronen in der
Penumbra resultiert (188.). Ein derartiges Ergebnis, einer Schlaganfallbehandlung mit
einem Antibiotikum ist im Tiermodell noch nicht gezeigt worden. Die Substanz ist
klinisch geprift und als Antibiotikum seit Jahren erfolgreich im Einsatz. Es ware
lohnenswert dieses Ergebnis in einer klinischen Studie an Schlaganfallpatienten zu

verifizieren.
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