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Zusammenfassung

4 Zusammenfassung

Der akute ischamische Insult ist eine der fuhrenden Ursachen fiur bleibende
Behinderung und Tod und verursacht enorme Ausgaben fur das
Gesundheitssystem. Die bisherigen Therapieoptionen beschranken sich
weitestgehend auf die Fibrinolyse. Die Effektivitat dieser Behandlung ist allerdings
durch ihr enges Zeitfenster und ihre hohe Komplikationsrate limitiert. Daher ist die
Suche nach weiteren therapeutischen Ansatzpunkten von grof3er Bedeutung.
Aktuell sind keine Marker im peripheren Blutkreislauf bekannt, welche die
Outcome-Vorhersage nach einem ischamischen Schlaganfall von validierten
klinischen Modellen verstarken kénnen. Der ischamische Schlaganfall wird von
zellularen und hormonellen Veranderungen im peripheren Blut begleitet. In dieser
Arbeit wurden die Mechanismen der Gewebsschadigung und Reparatur nach
ischamischem Schlaganfall hinsichtlich potentieller Biomarker untersucht. Es war
moglich  folgende  sieben  Proteine, die in  Zusammenhang  mit
Entzindungsreaktion, Leukozyten- und Thrombozyten-Funktion stehen, flr
weitere Untersuchungen auszuwahlen: Dkk-1, IL-6, MMP-9, MRP8/14, Neutrophile
Elastase, NGAL und PRDX-1. Diese wurden im peripheren Blut auf ihren
Zusammenhang mit dem Schweregrad des Insults und ihrer Eignung zur
Vorhersage des klinischen Outcomes nach ischamischem Schlaganfall getestet.
Die Bestimmung der Konzentrationen erfolgte mittels ELISA-Kits.

Die Ergebnisse zeigten erhohte zirkulierende Konzentrationen von Dkk-1 bei
Patienten, die einen Schlaganfall erlitten haben. DarlUber hinaus waren die
gemessenen Dkk-1 Spiegel in der akuten Phase im Vergleich zu Patienten mit
einer stabilen zerebrovaskularen Erkrankung und gesunden Kontrollen signifikant
erhoht.

Die gemessenen Plasma Konzentrationen von NGAL zeigten eine signifikante
Korrelation mit der mRS am Tag 90. AuRerdem zeigte das Hinzufligen der NGAL-
Werte zu klinischen Variablen eine signifikante Erhéhung der Flache unter der
Receiver Operating Characteristics Kurve.

Von PRDX-1 konnten keine detektierbaren Werte im Patientenblut gefunden
werden. Deshalb ist das Fadenmodell der Maus, welches das am haufigsten

verwendete Tiermodell in der Schlaganfallforschung ist, zur Untersuchung der
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Zusammenfassung

Quellen far PRDX-1 nach einem Insult zur Anwendung gekommen. Die
immunhistochemischen Untersuchungen zeigten eine signifikante Erhdhung von
PRDX-1 in der durch Ischamie geschadigten Region ab Tag 7 nach MCAO.
Darlber hinaus wurde eine Immunreaktivitat fur PRDX-1 von Oligodendrozyten
und Makrophagen gefunden. Somit kann von einem intrazellularen Ursprung von

PRDX-1 ausgegangen werden.
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Abstract

5 Abstract

Ischemic stroke is among the leading causes of death and disability and utilises a
considerable amount of health care expenses. Immediate fibrinolysis of occluded
brain vessels can improve the patients’ outcome. However, recanalisation
therapies are time dependent and therefore are only applicable to a minor
proportion of patients. So interventions to improve outcome are urgently needed.
Currently, there are no markers in peripheral blood which could add predictive
power to a validated clinical model for predicting prognosis in patients with acute
ischemic stroke. Ischemic stroke is accompanied by cellular and humoral changes
in peripheral blood. In the current study, mechanisms of tissue damage and repair
after ischemic stroke were examined for finding potential biomarkers. It was
possible to select the following seven proteins for further investigations: Dkk-1, IL-
6, MMP-9, MRP8/14, neutrophil elastase, NGAL and PRDX-1. Afterwards the
selected mediators in peripheral blood which are related to inflammation,
leukocyte and thrombocyte function were evaluated to obtain information about
their role in predicting the clinical outcome following ischemic stroke. This was
done by ELISA.

It was possible to show increased circulating levels of Dkk-1 in peripheral blood in
patients with strokes. Furthermore the levels of Dkk-1 in the acute phase were
significantly increased in comparison to patients with stable cerebrovascular
diseases and healthy controls.

The measured plasma levels of NGAL showed a significant correlation with the
mRS at day 90. In predictive models for the outcome after a stroke, the addition of
NGAL to clinical variables significantly increased the area under receiver operating
characteristics curves.

There were found no detectable values of PRDX-1 in patient’s blood. Therefore
the mouse filamentmodel, which is the most used animal model in stroke research,
was used for the investigation of the sources of PRDX-1.

Immunohistochemical staining showed a significant increase of PRDX-1 in the
area which was damaged by ischemia from day 7 post MCAO on. Furthermore it
was found an immunoreactivity for PRDX-1 on oligodendrocytes and
macrophages. Thus the origin of PRDX-1 can be assumed intracellular.
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Einleitung

6 Einleitung

Alle 6 Minuten erleidet ein Osterreicher einen Schlaganfall; das sind 200.000
Ereignisse pro Jahr. (OEGSF, 2010) Global betrachtet ist es die dritthaufigste
Todesursache in den industrialisierten Landern. (Bajaj et al., 2010) In Osterreich
wurden 2010 43% der Todesfalle durch Herz-Kreislauf Erkrankungen, zu denen
auch der Schlaganfall gezahlt wird, verursacht. (Leitner, 2011) Die am haufigsten
auftretende Form des Schlaganfalls ist die ischamische. (Reiche, 2003)

In den USA verursachten Schlaganfalle im Jahr 2008 Kosten in der Hohe von 34,3
Milliarden Dollar. Etwas mehr als die Halfte der Ausgaben, 18,8 Milliarden Dollar,
fielen davon fur die direkte medizinische Versorgung an. (Roger et al., 2012) Der
verbleibende Lowenanteil der Kosten wurde durch indirekte Kosten wie Pflege,
Berufsunfahigkeiten und weiteren verursacht. In Osterreich wurden die direkten
Kosten eines Schlaganfalls auf 30.000 — 60.000 Euro geschéatzt. (Brainin et al.,
2003)

Zur Behandlung des ischamischen Schlaganfalls stehen vier wirksame
MaRnahmen zur Verfligung: die Versorgung auf einer spezialisierten Einheit mit
Akutbehandlung und Frihrehabilitation, die systemische Thrombolyse, die Gabe
von Acetylsalicylsaure (ASS) und die Dekompression mittels Kraniotomie bei
einem raumfordernden Infarkt. (Lang, 2009) Dabei spielt die Zeit zwischen Insult
und Therapiebeginn vor allem bei der Thrombolyse eine wichtige Rolle fir die
Wirksamkeit der Behandlung. (Hacke et al., 2004) Fir die Entscheidung, ob eine
Thrombolyse zur Anwendung kommt, ist eine Bildgebung mittels CT von Néten.
(Wildermuth et al.,, 1998) Deshalb gibt es die Idee einer mobilen
Schlaganfalleinheit, in Form eines in einem Krankenwagen installierten CT-
Gerates. Erste Versuche zeigten, dass sich damit das Zeitfenster zwischen Infarkt,
Diagnose und Lysetherapie halbieren lasst. (Walter et al., 2012)

Aulerdem ware es wichtig einen Marker fur die Vorhersage der Gro3e und der
Lokalisation des Infarktes zu haben, um eine passende Chancen-Risiko

Abschatzung treffen zu kdnnen. (Tarkowski et al., 1995)
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Einleitung

Somit kristallisieren sich drei Hauptpunkte heraus, die im Fokus der Forschung
liegen:

1. Die eindeutige Diagnosestellung

2. Die optimale Therapie

3. Die Vorhersage uber den Outcome des Patienten, um eine optimale

weiterfuhrende Versorgung der Patienten planen zu kénnen.

An dieser Stelle kommen die Biomarker ins Spiel.
,Biomarker sind messbare biochemische oder molekulare GréBen, die einen
physiologischen oder pathologischen Prozess oder die Antwort auf eine

therapeutische Intervention beschreiben.” Biomarkers Working Group 2001

Aufgrund der Komplexitat der Thematik beschaftigt sich diese Arbeit nur mit
potentiellen Markern, die im Blut (Serum oder Plasma) nachgewiesen werden
kénnen.

In der jungeren Vergangenheit sind eine ganze Reihe von Biomarkern zu ihrer
Bedeutung bei zerebrovaskularen Erkrankungen mit Fokus auf Diagnose,

Differenzierung und Prognoseabschatzung untersucht worden. (Sitzer et al., 2007)

Trotz zahlreicher Studien konnte noch kein geeigneter Biomarker identifiziert
werden, der fur den Einsatz in der klinischen Routine empfohlen werden kann.
(Whiteley et al., 2008) Daruber hinaus konnte keine der Studien aufzeigen, dass
der darin getestete Biomarker zusatzliche Vorhersagekraft zu einem validierten
klinischen Modell liefern kann. (Whiteley et al., 2009)

Daher ist die Suche nach weiteren diagnostischen, therapeutischen und
prognostischen Ansatzpunkten von groRer Bedeutung. Dabei sind insbesondere
inflammatorische Mechanismen als auch die nach Schlaganfall auftretende

neuroendokrine Aktivierung von Interesse.
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Einleitung

6.1 Ziel

Das mit dieser Dissertation verfolgte Ziel ist, zur Erweiterung der Erkenntnisse
degenerativer und regenerativer Prozesse bei ischamischer ZNS Schadigung
beizutragen. Die Ergebnisse der Untersuchungen sollen zu einem besseren
Verstandnis der pathophysiologischen Vorgange in der Akutsituation der
zerebralen Ischamie beitragen als auch die Charakterisierung moglicher
prognostischer Parameter im peripheren Blut fur den Langzeitverlauf nach

zerebralem ischamischen Insult ermoglichen.
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Theoretische Grundlagen

7 Theoretische Grundlagen

7.1 Allgemeine und zellulare Pathophysiologie des ischamischen

Schlaganfalls

Ein ischamischer Schlaganfall entstent durch eine vorubergehende oder
permanente Verringerung des Blutflusses einer zerebralen Arterie. In den meisten
Fallen liegt dem verringerten Blutfluss ein Verschluss der Hirnarterie, verursacht
durch eine lokale Thrombose oder einen Embolus, zugrunde. (Dirnagl et al., 1999)
Im Gegensatz dazu kommt es beim hamorrhagischen Schlaganfall zu einer
Einblutung aus einem Gefald. (Gorbacheva and Natiazhkina, 1983) Bei Menschen
tritt der ischamische Infarkt am haufigsten im Bereich, der von der Arteria cerebri
media versorgt wird, auf. (Mhairi Macrae, 1992)

Das Ausmass und die Folgen des ischamischen Schlaganfalls hangen von
zahlreichen biochemischen und physiologischen Vorgangen ab. Diese sind sowohl
die Dauer und der Schweregrad der Durchblutungsstorung als auch das Ausmal}
der Reperfusion im Randbereich des Infarktes. (Siesjo and Bengtsson, 1989)

Das durchblutungsgestorte Areal besteht aus mehreren Zonen. Im Zentrum
befindet sich der Kern in dem schon innerhalb weniger Minuten nach dem Beginn
der Unterversorgung eine dauerhafte Depolarisation der Zellen stattfindet und sich
bereits in der ersten Stunde infarziertes Gewebe histologisch identifizieren |asst.
(Touho and Karasawa, 1996) Der Kern ist umgeben von der Penumbra. Dies ist
ein Gebiet, in dem der Funktionsstoffwechsel des Gewebes eingeschrankt oder
erloschen ist. Der Erhaltungsstoffwechsel und die Membranfunktionen sind in
diesem Bereich aber noch intakt. (Astrup et al., 1981) Zellen in dieser Zone
kénnen Uberleben und ihre normale neurologische Funktion wieder aufnehmen,
wenn innerhalb eines gewissen Zeitfensters der zerebrale Blutfluss wieder
hergestellt wird. (Touho and Karasawa, 1996)

Dirnagl et al. haben gezeigt, dass ischamische Vorfalle im Hirn aus komplexen
pathophysiologischen Vorgangen resultieren. Diese inkludieren Exzitotoxizitat,
Depolarisationen im umgebenden Bereich, Entzindungen und den
programmierten Zelltod. Im zeitlichen Verlauf gesehen bedeutet dies folgendes:
bereits wenige Minuten nach dem Ausbleiben der Durchblutung koénnen
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Theoretische Grundlagen

exzitotoxische Mechanismen Neuronen und Gliazellen zerstéren. Aulerdem
werden durch diesen Prozess Folgemechanismen, die zu einer weiteren
Gewebsschadigung beitragen, ausgelost. Dabei handelt es sich um die
Depolarisation im peri-Infarkt Bereich und die zeitlich verzogert beginnenden
Entzindungsreaktionen und Apoptosevorgange. (siehe Abbildung 1) (Dirnagl et
al., 1999)

Auswirkung

——— Exzitotoxizitat

Peri kt Depolarisation

Entziindung

Apoptose

Minuten Stunden Tage

Abbildung 1: Putative Kaskade von Ereignissen in der fokalen zerebralen Ischimie; adaptiert
nach(Dirnagl et al., 1999)
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Theoretische Grundlagen

7.1.1 Exzitotoxizitat

Nach dem Infarkt kommt es zu einem starken Anstieg von extrazelluldarem
Glutamat im Hirn und eine Uberstimulierung von NMDA-Rezeptoren fiihrt zu
einem signifikanten Anteil von Ischamie bedingter Hirnschadigung. Kurz nach der
Ischamie wird durch das Ausbleiben des cerebralen Blutflusses der Sauerstoff-
und Glukosegehalt dezimiert. (Allen and Bayraktutan, 2009) Diese glutaminerge
Erregung wird auch Exzitotoxizitdt genannt. (Lipton and Rosenberg, 1994) Dies
resultiert in einer ausbleibenden ATP Produktion. Die unzureichende Versorgung
mit ATP verursacht in weiterer Folge eine Fehlfunktion der ATP-abhangigen
lonenpumpen und es kommt zu einer Anderung des lonen-Konzentrations-
Gradienten auf den Nervenzell- und Gliazellmembranen. (Katsura et al., 1994)
Dadurch kommt es zu einer spannungsabhangigen Aktivierung der Kalziumkanale
und exzitatorische Aminosauren werden in den extrazellularen Raum freigegeben.
(Dirnagl et al., 1999) Dies verursacht einen weiteren Anstieg der Glutamat-
konzentration im extrazellularen Raum und es kommt zu einer Uberstimulierung
der NMDA-Rezeptoren. Dies resultiert in weiterer Folge im Einstrdmen von
Kalzium in toxischen Konzentrationen. (Nehls et al., 1990) Dadurch kommt es zu
einer Aktivierung der Kalzium vermittelten intrazellularen Abbauenzyme und die
Ereigniskaskade endet in einem Versagen der Mitochondrien, der Produktion von
ROS (Reaktive Sauerstoffspezies), Entziindungsreaktionen, Zellnekrose und
Apoptose. (Deb et al.,, 2010) Dabei flihren die freigesetzten ROS zu einer
Uberforderung der endogenen Schutzmechanismen und es kann eine DNA-
Schadigung nicht verhindert werden. (Sies and Mehlhorn, 1986) Darlber hinaus
beschadigen diese freien Radikale die Membrane mittels Lipolyse was zu einer
Aktivierung der Mikroglia fuhrt. Das hat die Einwanderung von Entziindungszellen
via Aufregulierung von endothelialen Adhasionsmolektilen zur Folge. (Dirnagl et
al., 1999)

Hirnzellen, welche einer exzessiven Glutamatrezeptor-Aktivierung oder einem
Uberschuss an Kalzium ausgesetzt sind, kdnnen zugrunde gehen. Ob dies via
Nekrose oder Apoptose passiert, hangt vom Stimulus, dem Typ, dem erreichten
Stadium im Lebenszyklus oder dem Differenzierungsgrad der Zelle ab. (Leist and
Nicotera, 1998) Das Auftreten von Apoptose startet zeitgleich mit der

Entzindungsreaktion; wobei der verzogerte Zelltod vermehrt in der Penumbra
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Theoretische Grundlagen

stattfindet und sich das schnelle Zugrundegehen von Nerven- und Gliazellen im
Kern ereignet. (Mergenthaler et al., 2004)

Ein Signalweg, der an den Apoptose-Vorgangen beteiligt ist, ist der Wnt-
Signalweg. (Hu et al., 2011) Seine Hauptrolle wird aber bis dato in der
Embryogenese (Sidow, 1992), der Neurogenese (Miranda et al., 2012) und im
Krebszellwachstum (Cui et al., 2012, Veeck and Dahl, 2012) gesehen.

Aufgrund der Beteiligung des Wnt-Signalweges an den postischamischen
Vorgangen wurde dieser Prozess fur die Suche nach einem Biomarker
herangezogen. Im Zuge dieser Dissertation wird das als Antagonist des Wnt-
Signalweges beschriebene Dickkopf-1 Protein (Dkk-1) (Chamorro et al., 2005,
Gonzalez-Sancho et al., 2005, Niida et al.,, 2004) und NGAL (Neutrophiles
Gelatinase assoziiertes Lipicalin), welches ebenfalls mit dem Wnt-Signalweg
(Ziegler et al., 2007) und aullerdem noch in kausalem Zusammenhang mit
Apoptose (Devireddy et al., 2005, Devireddy et al., 2001) stehen soll, genauer
untersucht. Auch Dkk-1 soll zum Zelltod nach Ischamie beitragen. (Mastroiacovo
et al., 2009)
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7.1.2 Entziindungsreaktion

Durch zuvor beschriebenen Vorgang wird auch die Expression von Genen, welche
post-ischamische Entzindungsreaktionen starten, ausgeldst. (Dirnagl et al., 1999)
Diese Reaktionen spielen eine wichtige Rolle in der Pathogenese des
ischamischen Schlaganfalls. (Jin et al., 2010) Sie werden sogar als Hauptursache
fur Morbiditat und Mortalitat von Patienten mit akuter Schadigung des ZNS
gesehen und werden auch als CIDS (CNS-injury-induced-immuno-deficience-
Syndrom) (Meisel et al.,, 2005) bzw. nur auf den Schlaganfall bezogen
Schlaganfall-induzierte Immundepression (Dirnagl et al., 2007) bezeichnet.

Es gibt Beweise, dass post-ischamische Entzindungen die ischamischen
Schadigungen verstarkt. (Feuerstein et al., 1998) Nachfolgende Darstellung (siehe
Abbildung 2) zeigt einen schematischen Uberblick der nach einem ischamischen

Schlaganfall ablaufenden Entzindungsreaktion.

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Entziindungsreaktion nach ischdmischem Schlaganfall (aus:
Ceulemans et al., 2010)

Zuerst kommt es zu einer Aktivierung der Mikroglia-Zellen als Antwort auf die
Schadigung im  Gehirn. Diese beginnen darauf eine Fulle von
proinflammatorischen Mediatoren zu produzieren. Dazu zahlen, neben anderen,
IL-18 und TNF-B. (Nakajima and Kohsaka, 2001) Diese kdnnen einerseits zu einer
VergréRerung des Gewebeschadens beitragen (Barone et al., 1997, Rothwell et
al., 1997) und andererseits das Gehirn vor Exzitotoxizitat schitzen. (Raivich et al.,
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1999, Hallenbeck, 2002) Als ein Stimulator der Sekretion von inflammatorischen
Cytokinen wird Peroxiredoxin 1 (PRDX-1) beschrieben. (Riddell et al., 2010)

Die aktivierte Mikroglia ist auch eine Hauptquelle fur IL-6 (Amantea et al., 2009),
auf welches in einem spateren Kapitel dieser Arbeit noch genauer eingegangen
wird.

Die Proliferation der Mikroglia erreicht ihren Hohepunkt 48-72 Stunden nach der
Ischamie und dauert einige Wochen an. (Lalancette-Hebert et al., 2007) Im
Gegensatz dazu gelangen die Leukozyten aus dem Blutkreislauf erst mit einer
Verzogerung von einigen Stunden bis einigen Tagen in das Hirngewebe. (Schilling
et al., 2003) Dem Ubergang der Immunzellen aus dem Blutkreislauf gehen jedoch
einige andere Vorgange voraus: Neben der Mikroglia werden auch die Astrozyten
aktiviert. Diese produzieren neurotoxische und neurotrophische Faktoren, welche
die Neuronen durch Nekrose zerstoren lasst. Dies fuhrt wiederum zu einer
verstarkten Aktivierung der Gliazellen. Die Auslaufer der Astrozyten binden an das
Endothel der Gefalle. Proinflammatorische Cytokine gelangen so in die
Blutgefal’e und bewirken eine Anlagerung der neutrophilen Granulozyten an die
Endothelwand. Durch die Bindung von Selektinen mit Sialyl-Lewis-x und CAMs
(Zelladhasionsmolekulen) mit Integrinen kommt es bei den Granulozyten zu einer
morphologischen Veranderung. Aufgrund dieser ist es ihnen nun mdglich das
Endothel zu passieren und durch den Einfluss von Chemokinen in das
ischamische Gewebe zu migrieren. Dort verursachen sie dann eine zweite
Gewebsschadigung von potentiell Uberlebensfahigem Gewebe durch die
Freisetzung von proinflammatorischen Cytokinen und anderen toxischen
Substanzen (Proteasen, ROS, MMPs und andere). Ausserdem werden von den
Granulozyten proteolytische Enzyme freigesetzt, welche die Endothelzellen
zerstoren und dadurch die Permeabilitat der Bluthirnschranke erhohen. Diese
Veranderung férdert auch das Auftreten von post-ischamischen Odemen. (Huang
et al., 2006, Ceulemans et al., 2010, Pantoni et al., 1998) Auch bei diesen
Vorgangen soll das zuvor erwahnte PRDX-1 beteiligt sein, indem es die
Endothelzellen vor dem ROS induzierten Zelltod schitzt, und so eine Anlagerung
und Migration der Leukozyten reduziert. (Schreibelt et al., 2008) Auflierdem wird
auch der Matrix-Metalloproteinase-9 eine Beteiligung an der Schadigung der
Bluthirnschranke und der Entziindungsreaktion als Antwort auf den Schlaganfall
zugeschrieben. (Gu et al., 2002, Svedin et al., 2007)
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Die Einwanderung der neutrophilen Granulozyten findet bereits 30 Minuten nach
dem Infarkt statt. (Yilmaz and Granger, 2008) Die genaue Rolle der Zellen in der
Pathogenese des ischamischen Schlaganfalls ist noch Gegenstand der
Forschung. (Jin et al., 2010)

T-Lymphozyten hingegen infiltrieren erst 3-4 Tage nach dem Infarkt das
ischamische Gewebe (Stevens et al., 2002) und sollen in Zusammenhang mit
Entzindungsreaktionen, Gewebsschadigungen und neurologischen Defiziten
stehen. (Yilmaz et al., 2006)

7.1.3 Apoptose

Dirnagl et al. stellen die Frage, ob es sich bei Apoptose um Selbstmord in der
Penumbra handelt. Laut den Autoren findet im Infarktkern vor allem Nekrose und
die Apoptose in der Penumbra statt. (Dirnagl et al., 1999) Der Begriff Apoptose
wurde erstmals 1972 beschrieben und es handelt sich dabei um einen
kontrollierten Zelltod. (Kerr et al., 1972) Dieser geplante Untergang hat den Vortelil
gegenuber der Nekrose, dass Phagozyten oder benachbarte Zellen Inhalte und
Bestandteile aufnehmen kénnen und so eine Entzindungsreaktion verhindert
werden kann. (Savill et al., 1993) Dies ist vor allem im Nervensystem wichtig, wo
die Freisetzung von exzitatorischen Mediatoren, wie Glutamate, von zugrunde
gehenden Zellen, schwere Folgeschaden an benachbarten Neuronen verursachen
kénnen. (Nicholls and Attwell, 1990)

Eine SchlUsselrolle an den apoptotischen Vorgangen haben die Mitochondrien, da
diese mit einer Vielzahl an mit Apoptose assoziierten Proteinen in Zusammenhang
stehen. (Green and Kroemer, 2004) Diese Proteine flhren in weiterer Folge zum
Start der Caspase-Kasade, (Thornberry and Lazebnik, 1998) in deren Ablauf es
zur Freisetzung von Effektor-Caspasen kommt, welche aktiv am Abbau der
Zellkernmembran und des Zytoskeletts beteiligt sind. Dies flhrt letztendlich dazu,
dass sich die Zelle nach und nach in kleinen Vesikeln abschnlrt. (Yuan and
Yankner, 2000) Der Ablauf der Caspase-Kaskade wird dabei von rezeptor- und
nicht rezeptorgesteuerten Mechanismen in Gang gesetzt. (Bergeron and Yuan,
1998)

Auch mit den Vorgangen der Apoptose konnte das bereits im Kapitel
“‘Entzundungsreaktion® angesprochenen PRDX-1 in Zusammenhang gebracht
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werden. Es wurden negative Korrelationen mit Apoptose bei verschiedenen
Zelltypen gefunden. (Berggren et al., 2001, Guo et al., 2011, Kim et al., 2008, Park
et al., 2012) Aufgrund dieser Tatsache hat sich auch dieses Protein als potentieller
Biomarker fur diese Studie qualifiziert.
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7.2 Dkk-1

Die WNT Familie der Glykoproteine spielt eine Rolle in der Signaltransduktion
wahrend der Embryonalentwicklung und bei verschiedenen Erkrankungen. (Moon
et al., 2004, Sidow, 1992)

In der Literatur haufen sich Berichte dartuber, dass die Hemmung des WNT-
Signalweges zur Pathophysiologie der neuronalen Schadigung bei akuten und
chronischen neurodegenerativen Erkrankungen einen Beitrag leistet. (De Ferrari
et al., 2003, Busceti et al., 2007, Scali et al., 2006, Cappuccio et al., 2005,

Mastroiacovo et al., 2009)

Die WNTs binden an den 7-Transmembran Rzeptor, Frizzled und Ko-Rezeptoren,
die LRP5 und LRP6 entsprechen. (Dale, 1998) Einer der Antagonisten des WNT
Signalwegs ist die Dickkopf Familie. Diese besteht bei Wirbeltieren aus 4
Mitgliedern (Dkk-1/2/3/4). (Kawano and Kypta, 2003) Die vier Mitglieder
beeinflussen hauptsachlich die kanonische und die p-Catenin Kaskade. (Niehrs,
2006) DKK-1 hat eine grofl’e Rolle wahrend der Entwicklung und wird im adulten
Gehirn nur in geringen Mengen expremiert. (Glinka et al., 1998, Diep et al., 2004)
In friheren Studien wurde beschrieben, dass Dkk-1 eine Rolle in der
Thrombozyten vermittelten endothelialen Aktivierung bei Erkrankungen der
Arterien hat. (Perez Castrillon et al., 2010, Ueland et al., 2009) Es wurde auch
Immunreaktivitat und mRNA von Dkk-1 in Ablagerungen in den Karotiden bei
Menschen gefunden. (Ueland et al., 2009) Aufgrund dieser Ergebnisse kann
angenommen werden, dass Dkk-1 auch bei der Thrombozyten-Endothel
Interaktion nach einem ischamischen Schlaganfall in den peripheren Blutkreislauf
freigegeben wird. Die Hypothese, dass Dkk-1 beim Schlaganfall eine Rolle spielen
sollte, lassen Daten von Tierversuchen vermuten, die eine Aufregulierung in den
Neuronen in ischamischen Hirnregionen (Cappuccio et al., 2005, Mastroiacovo et
al., 2009) und bei neurodegenerativen Modellen zeigen. (Rosi et al., 2010)

Bei Alzheimer Patienten konnte eine Expression von Dkk-1 bei zugrunde

gehenden Neuronen gefunden werden. (Caricasole et al., 2004)
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7.3 IL-6

Interleukin-6 gehort neben TNF-a und Interleukin-13 zu den am haufigsten
vorkommenden proinflammatorischen Cytokinen nach einem Schlaganfall.
(Ceulemans et al., 2010) Die Produktion von IL-6 wird durch IL-1 und / oder TNF-
a, welche wichtige regulatorische Cytokine fur die Freisetzung von
inflammatorischen Mediatoren sind, stimuliert. Au3erhalb des ZNS wird IL-6 vor
allem von Fibroblasten, Endothelzellen und aktivierten T-Lymphozyten produziert.
(Siegenthaler and Bluhm, 2006)

Die Hauptquellen fur IL-6 im ZNS sind aktivierte Mikroglia, Gliazellen, Neuronen
und eingewanderte Immunzellen. (Legos et al., 2000, Amantea et al., 2009) Bei
den Gliazellen konnte jedoch nur bei den Astrozyten die Fahigkeit zur Produktion
von IL-6 nachgewiesen werden. (Acarin et al., 2000)

IL-6 kann bereits 4 Stunden nach dem Schlaganfall gemessen werden und bleibt
fur ungefahr 14 Tage detektierbar. Die hochsten Konzentrationen werden einen
Tag nach dem Infarkt erreicht. (Amantea et al., 2009, Kim, 1996, Nilupul Perera et
al., 2006) Zu diesem Anstieg kénnen sowohl die Ausschwemmung von zerebral
gebildeten IL-6 als auch eine periphere Produktion, welche durch zerebrale
Schadigung auch in lymphatischem Gewebe indiziert werden kann, beitragen.
(Offner et al., 2006) Im Rattenhirn konnte eine erhdhte IL-6 Aktivitat bereits zwei
Stunden nach dem Verschluss der Karotis detektiert werden. Da das ischamische
Gewebe jedoch 12 Stunden nach MCAO noch nicht massiv von Immunzellen
infiltriert wird, muss von einer intrazerebralen Quelle fir IL-6 ausgegangen
werden. (Loddick et al., 1998)

Bei Schlaganfallpatienten wurde zudem eine hdohere Blutkonzentration von IL-6 als
bei gesunden Kontrollpersonen gefunden. (Tarkowski et al., 1995)

In anderen klinischen Studien konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen
den Plasmakonzentrationen von IL-6 und dem Schweregrad des Insultes
festgestellt werden. (Tuttolomondo et al., 2009, Orion et al., 2008) AulRerdem
korrelieren die Serumspiegel mit einem schlechteren klinischen Outcome

(Tarkowski et al., 1995) und sollen als robuster Schlaganfall-Outcomemarker
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geeignet sein. (Waje-Andreassen et al., 2005) Nach einem Schlaganfall soll IL-6
auch einen essentiellen Beitrag zur Angiogenese leisten. (Gertz et al., 2012)
Weitere protektive Effekte, fur die IL-6 verantwortlich sein soll sind: die Reduktion
des Hirnddems nach einer Ischamie mittels Senkung der Hirngefalipermeabilitat
(Krizanac-Bengez et al., 2003) und die Reduzierung des exzitotoxischen Zelltodes
durch Hemmung des NMDA (N-methyl-D-Aspartat) Signalweges. (Ali et al., 2000)

IL-6 kann im Hypothalamus eine Verschiebung der Korpertemperatur nach oben
hervorrufen. Dieser Mechanismus verursacht jedoch im Zuge des Schlaganfalles
eine Schadigung im Hirnparenchym. (Rallidis et al., 2006) In einem Tierversuch
wurde gezeigt, dass Mause mit einer IL-6 Uberexpression schwerere
neurologische Schaden aufweisen als Mause mit einer normalen Expression.
(Campbell et al., 1993)
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7.4 MMP-9

MMP-9 gehort zur Gruppe der Zink-abhangigen Proteinasen, von denen es 25
verschiedenen Subtypen gibt. Eine davon sind die Gelatinasen, zu denen auch
MMP-9 gezahlt wird. (Siegenthaler and Bluhm, 2006) Eine andere Bezeichnung
von MMP-9 ist Gelatinase B. (Yang et al., 2007)

Durch eine fokale Ischamie mit nachfolgender Reperfusion wird eine bi-phasische
Offnung der Bluthirnschranke induziert. (Kuroiwa et al., 1985) Die erste Offnung
erfolgt innerhalb einiger Stunden nach dem Infarkt und ist assoziiert mit Gelatinase
A (MMP-2). (Chang et al., 2003) In einem zweiten Schritt kommt es zu einer
Degenerierung von Proteinen in der Basallamina der zerebralen Blutgefalie.
(Fukuda et al., 2004) Wahrend der erste Aufbruch der BHS noch reversibel ist, ist
der zweite Aufbruch, der ca. 24 Stunden danach auftritt irreversibel und geht mit
einer massiven Gewebsschadigung einher. Somit scheint MMP-9 eine Hauptrolle
in der Pathogenese der spateren Gewebsschadigung zu spielen. (Yang et al.,
2007)

In einem Tierversuch wurde zudem eine proinflammatorische Eigenschaft von
MMP-9 gefunden. Bei Mausen mit Defizit an MMP-9 wurde eine verringerte
Adhasion der Leukozyten am GefaRendothel und in weiterer Folge eine
verminderte Anzahl von in das Ischamieareal infiltrierenden neutrophilen

Granulozyten gefunden. (Gidday et al., 2005)

Die neuroprotektive Wirkung von MMPs beschrankt sich auf eine unterstitzende
Wirkung auf die neuronalen Regenerationsvorgange und einer Férderung der
neurovaskularen Remodellierung durch Stimulation der Angiogenese. (Zlokovic,
2006)

In mehreren klinischen Studien wurde nachgewiesen, dass bereits 24 Stunden
nach dem Infarkt die MMP-9 Konzentration im peripheren Blutkreislauf deutlich
erhoht ist. (Horstmann et al., 2003, Montaner et al., 2001, Vukasovic et al., 2006)
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7.5 MRP8/14

MRP 8/14 ist ein Heterodimer und wird in der Literatur auch als Calprotectin,
S100A8/S100A9 (Calgranulin A / Calgranulin B), Leukozyten Protein L1 Komplex
und 27E10 Antigen bezeichnet. (Striz and Trebichavsky, 2004, Schafer and
Heizmann, 1996) Calprotectin wurde erstmalig im Zytoplasma von neutrophilen
Granulozyten gefunden. (Dale et al., 1983) Spater konnte es auch in Monozyten,
Makrophagen (Bhardwaj et al., 1992) und in geringen Mengen in Endothel- und
Epidermiszellen (Zwadlo et al., 1986) nachgewiesen werden.

Der Komplex aus MRP8 und MRP14 wird im Zuge der Phagozytenaktivierung im
Zytoskelett und der Plasmamembran gebildet. (Altwegg et al., 2007) Durch diesen
direkten Zusammenhang mit der Phagozyten-Aktivierung (Foell et al., 2004) wird
dem Komplex auch die Eigenschaft als Entzindungsmarker zugeschrieben.
(Edgeworth et al., 1991) Die extrazellulare Sekretion von MRP8/14 geschieht
entweder direkt durch stimulierte neutrophile Granulozyten (Boussac and Garin,
2000) und Monozyten (Rammes et al., 1997) oder in Folge des Zelltodes im Zuge
der Auflésung der Zellmembran. (Voganatsi et al., 2001)

Der Beitrag von MRP8/14 an der postischamischen Schadigung gestaltet sich wie
folgt: Der Komplex bindet an Endothelien und verursacht eine thrombogenetische
und inflammatorische Antwort. Diese auflert sich in einer gesteigerten
Transkription von proinflammatorischen Chemokinen und Adhasionsmolekilen
und in einer verringerten Expression von Zellverbindungsproteinen im
endothelialen Monolayer. (Robinson et al., 2002, Viemann et al., 2005) Aufgrund
der hohen Zink-Bindungskapazitat ist MRP8/14 auch anti-mikrobiotisch wirksam.
(Loomans et al., 1998)

Ziegler et al. gelang es im Rahmen eines Tierversuches nachzuweisen, dass
MRP8/14 nach einer ischamischen Hirnschadigung einerseits aufreguliert ist und
andererseits zur Schadigung beitragt. (Ziegler et al., 2009) Altwegg et al. zeigten
in einer Arbeit, dass MRP8/14 als sensitiver Marker flr akute Koronarsyndrome
geeignet ist. (Altwegg et al., 2007) Daruber hinaus wurden noch Korrelationen mit
dem Auftreten von kardiovaskularen Erkrankungen (lonita et al., 2010, Healy et
al., 2006) der vaskuldaren Entzindungsantwort nach verschiedenen

Gefallerkrankungen (Croce et al., 2009) gefunden.
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7.6 Neutrophile Elastase

Neutrophile Elastase ist auch unter der Bezeichnung Leukozyten Elastase und
ELA2 (Elastase 2) bekannt. Es handelt sich dabei um eine Serin-Protease, die als
zytotoxischer Mediator im Zytoplasma von neutrophilen Granulozyten vorkommt.
(Takahashi et al., 1988) NE wird wahrend der myeloischen Differenzierung
gebildet und in der azurophilen Granula gespeichert. (Gabay et al., 1989)

Erhohte Plasmaspiegel von neutrophiler Elastase wurden bei Patienten mit
akutem zerebralem Schlaganfall gefunden. (Ilwatsuki et al., 1998, Grau et al.,
1995) NE ist verantwortlich fur die Degradierung von Elastin, Fibronectin, Kollagen
Typ IV und Laminin. (Adachi et al., 1993, Weiss and Regiani, 1984, Sturrock et al.,
1998)

Wie bereits zuvor beschrieben, sind aktivierte neutrophile Granulozyten an der
Hirnschadigung, verursacht durch Ischamie, beteiligt. (Bednar et al., 1991, Chopp
et al., 1994, Ember et al., 1994, Matsuo et al., 1995, Man et al., 2007) Im Zuge der
Entzindungsreaktion nach einem ischamischen Infarkt kommt es zu einer
Aktivierung der neutrophilen Granulozyten, die in weiterer Folge Elastase
freigelassen. Diese degeneriert die Komponenten der extrazellularen Matrix, zu
denen auch die endotheliale Basalmembran gehdrt. (Shimakura et al., 2000)

In einer Studie wurde bei MCAO Mausen festgestellt, dass neutrophile Elastase
einen Beitrag an der InfarktgroBe, an der Bildung von Odemen, an der
Schadigung der BHS und an der Adhasion von Leukozyten nach einem
ischamischen Infarkt leisten. (Stowe et al., 2009)

Der schadigende Beitrag von neutrophiler Elastase wurde auch in einer weiteren
Arbeit, in der der Einsatz des selektiven NE- Inhibitors Silvastatin getetest wurde,
bestatigt. Wahrend in der Kontrollgruppe die meisten der Mikrogefalle im
Infarktareal strukturell zerstort waren, waren diese bei den Silvastatin behandelten
Mausen zum grofiten Teil noch intakt. (lkegame et al., 2010)

Matsuse et al. beschreiben in ihrer Arbeit NE als Entzindungsmarker, der als
Indikator flr die Schwere einer Pneumonie geeignet ist. (Matsuse et al., 2007) In
einer aktuellen Arbeit konnte eine statistisch signifikante Korrelation von NE
Plasmawerten mit der Permeabilitdt der Lungengefale gefunden werden. (Tagami
etal., 2011)
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7.7 NGAL

Das beim Menschen bekannte neutrophile Gelatinase assoziierte Lipocalin
(NGAL) wird auch Lipocalin 2 (Ip et al., 2011) und 24p3 genannt. Es handelt sich
dabei um ein kleines Protein, bestehend aus 178 Aminosauren mit einem
Molekulargewicht von 25kD, welches zur Lipocalin Familie gehort. (Flower, 1996)
Ursprunglich wurde die Lipocalin-Proteine als Transportproteine klassifiziert; heute
ist jedoch bekannt, dass sie in verschiedene Prozesse, die in Verbindung mit der
Zellproliferation bei Tumorerkrankungen, Apoptose und Entzindung stehen.
(Bratt, 2000)

Daruber hinaus ist NGAL in die anti-mikrobielle Verteidigung involviert indem es
an sogenannte Siderophore bindet und den Bakterien das fur ihr Wachstum
bendtigte Eisen belagert. (Yang et al.,, 2002) Siderophore sind kleine
eisenbindende Moleklle, die von den Bakterien synthetisiert und fur die
Eisenaufnahme bendtigt werden.(Cowland et al., 2003) Der bakteriostatische
Effekt wurde auch durch in vitro Studien belegt. (Goetz et al., 2002, Flo et al.,
2004) AuRerdem wurde NGAL die Rolle als akut-Phase Protein, (Liu and Nilsen-
Hamilton, 1995) als pro-Apoptose Faktor flr Mikroglia Zellen bei Mausen (Lee et
al., 2007) und als autokriner Mediator der reaktiven Astrozytose (Lee et al., 2009)
zugeschrieben.

NGAL wird von tubularen Nierenzellen als Antwort auf Verletzungen produziert.
Deshalb wurde das Protein als Biomarker flr akute Nierenschadigung und als
Prognosemarker fur Nierenschadigungen etabliert. (Bolignano et al., 2010)

In klinischen Studien bei atherosklerotische GefalRerkrankungen wurde die
Leukozytenaktivierung und die Endothel-iniziierte vasodilatatorische Funktion
untersucht. Dabei wurden erhdhte Plasmawerte von NGAL in akuten
ischamischen Hirnerkrankungen gefunden. (Elneihoum et al., 1996) Die
Ergebnisse eines Tierversuches lassen die Vermutung zu, dass Neuronen ein
potentielles Ziel fir NGAL sind, da diese das Protein aufnehmen. (Ip et al., 2011)
Es existieren noch keine Daten Uber die genaue Rolle von NGAL in Modellen von

ischamischen Hirn Erkrankungen.
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7.8 PRDX-1

In den letzten Jahren sind die Peroxiredoxine immer mehr in den Focus bei der
Erforschung der Rolle von Antioxidantien gertckt. Saugetiere exprimieren sechs
Isoformen von Peroxiredoxinen (1-6). Diese konnen verschiedenen Arten von
Peroxiden, wie zum Beispiel Wasserstoffperoxid, organische Hydroperoxidasen
und Perixoynitrit, reduzieren. (Trujillo et al., 2007) Es wurde herausgefunden, dass
die Peroxiredoxine fast Uberall und in groRen Mengen nachgewiesen werden
konnen. (Wood et al., 2003) Sie machen fast 1% des zellularen

Gesamtproteingehaltes aus. (Rhee et al., 2005)

Vor allem Peroxiredoxin-1 konnten an mehreren Etappen der Apoptose
Beteiligungen nachgewiesen werden. Einerseits soll es die Sekretion der
proinflammatorischen Cytokine TNF-o. und IL-6 stimulieren, indem es an den Toll-
like Rezeptor 4 bindet, (Riddell et al., 2010) und andererseits verhindert es durch
seine Rolle als Antioxidant einen Anstieg von ROS und der damit einhergehenden
Schadigung von zellularer DNS. (Egler et al., 2005, Toyokuni, 1999) Dartber
hinaus kann es die Expression vom Adhasionsmolekul-1 reduzieren und die damit
verbundene Anhaftung und Migration der Bluthirnschranke von Leukozyten
eindammen. (Schreibelt et al., 2008, Ha et al., 2012) Ausserdem soll es den
Apoptose-Signal-Regulierende Kinase 1 (ASK-1) Signalweg als endogener
Antagonist von ASK-1 regulieren. (Kim et al., 2008)

PRDX-1 gehoért mit den Isoformen 2,3 und 4 zur Gruppe der 2-Zystein
Peroxiredoxine. (Neumann et al., 2009) In der Literatur wird PRDX-1 auch als pag
(Proliferation-assoziiertes-Gen) und MSP23 bezeichnet. (Ishii et al., 1993,
Prosperi et al., 1993)

Die Antioxidantische Reaktion lauft wie folgt ab: Zuerst katalysiert PRDX die

Reduktion von Hydroperoxiden zum entsprechenden Alkohol:

R-OOH + PRDX - R-OH + PRDX + H,O

In einem zweiten Schritt wird PRDX mit Hilfe der Wasserstoffatome von

Thioredoxin wieder zurickreduziert. (Neumann et al., 2009, Egler et al., 2005)
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Im humanen Hirn konnte PRDX-1 sowohl im Kleinhirn als auch im Cortex und
Hippocampus nachgewiesen werden. (Dammeyer and Arner, 2011) Andere
Regionen sind bis dato noch nicht auf eine Immunreaktivitat fir PRDX-1 getestet

worden.

Im adulten Maushirn konnte PRDX-1 vor allem in Oligodendrozyten und
Astrozyten nachgewiesen werden. Zusatzlich wurde eine schwach positive

Immunreaktion in Neuronen gefunden. (Goemaere and Knoops, 2011)

In einer aktuellen Publikation wurde nachgewiesen, dass PRDX-1 erst 12 Stunden
nach einer zerebralen Ischamie in den extrazellularen Bereich freigelassen wird
und dass der Einsatz von Anti-Peroxiredoxin Antikdrpern die GroRe des

Infarktareals und die Entzindungsreaktion minimiert. (Shichita et al., 2012)
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9 Material und Methoden

9.1 Patienten

Die Teilnehmer wurden aus allen erwachsenen Patienten rekrutiert, die im
Zeitraum vom 24.08.2009 bis zum 31.05.2010 einen akuten ischamischen
Schlaganfall erlitten haben und an der Stroke Unit der Universitatsklinik fur

Neurologie des Landeskrankenhauses Graz behandelt worden sind.

Um sich far die Studienkohorte zu qualifizieren, mussten folgende

Einschlusskriterien erflllt werden:

es musste ein ischamischer Insult vorliegen

der Symptombeginn durfte nicht weiter als 24h zurlckliegen

ein Mindestalter von 18 Jahren
ein NIHSS von >3 bei Aufnahme

Es wurden folgende Ausschlusskriterien festgelegt um eine isolierte Sicht auf das
Krankheitsbild des akuten ischamischen Schlaganfalles zu bekommen und die

Gefahr der Ergebnisverfalschung zu minimieren:

mRS >1 vor dem akuten Ereignis

- Ruckbildung der Symptomatik innerhalb von 24h (= TIA)

- Intrazerebrale Blutung, Subarachnoidalblutung, Sinusvenenthrombose,
intrakranieller Tumor

- Klinische, laborchemische oder radiologische Anzeichen fir akute
erregerbedingte entzundliche Erkrankung

- Leukozyten-Wert oberhalb des oberen Normbereiches

- Praexistente Herzinsuffizienz im Stadium NYHA [I/1V

- Aktive maligne Prozesse

- Groélere chirurgische Eingriffe innerhalb der letzten 4 Wochen vor dem

Ereignis und innerhalb der ersten Woche nach dem Infarkt
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- Transfusion von Blut oder Blutbestandteilen innerhalb der letzten 4 Wochen
vor dem Ereignis und innerhalb der ersten Woche nach dem akuten
Schlaganfall

- Erkrankungen, die eine chronische Hamodialyse erfordern

- Akute mechanische Rekanalisation eines okkludierten Segments einer

intrakraniellen Arterie oder der Arteria carotis interna

Fur die vergleichenden Analysen wurden 60 Probanden, die als Kontrollen
dienten, rekrutiert. = Diese  wurden, soweit mdglich, alters- und
geschlechtsspezifisch gematched, und in 2 Gruppen unterteilt. Die erste Gruppe
bestand aus 29 gesunden Teilnehmern und die zweite aus 30 Patienten mit Status
post Stent, welcher sich durch PTA (Perkutane transluminale Angioplastie) einer
intrakraniellen Arterie oder der Arterie vertebralis darstellt. Die Blutabnahme bei
der zweiten Gruppe erfolgte frihestens einen Monat nach Setzung des Stents im
Rahmen eines Nachsorgeprotokolls. Zum Zeitpunkt der Blutabnahme hat weder
eine neurologische Ausfallssymptomatik noch ein Hinweis auf eine Infektion

bestanden.

Diese Studie ist durch die Ethikkommission der Medizinischen Universitat Graz
unter dem Aktenzeichen 19-063 ex 070/8, IRB00002556 gepruft und genehmigt
worden. Es sind alle teilnehmenden Patienten aufgeklart worden und es wurde
nach der Aufnahme eine schriftliche Einverstandniserklarung zur Studienteilnahme
eingeholt. Falls dies aufgrund des medizinischen Zustandes nicht sofort mdglich
war, wurde das Einverstandnis nach dem Wiedererlangen der Geschaftsfahigkeit

eingeholt.
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9.2 Kilinik und Labor

Es wurden die folgenden klinischen Variablen von den Studienteilnehmern

erhoben:

Der Zahlenwert auf der Schlaganfall Skala des nationalen Institutes fur
Gesundheit (NIHSS) bei der Aufnahme: dieser spiegelt numerisch den
Schweregrad des Schlaganfalls wieder. Dieser Wert ergibt sich aus der Summe
von 15 Einzelscores die vom Patienten mit verschiedenen Items erhoben werden.
(Brott et al., 1989) Ein Erhebungsbogen fur diesen Wert ist im Anhang dieser
Arbeit ersichtlich. Es kdnnen Werte von 0 — 42 erreicht werden; je hdoher der Wert,

desto schwerwiegender wird das Krankheitsbild interpretiert. (Schwab et al, 1999)

Der Zahlenwert auf der modifizierten Rankin Skala (mRS) vor dem Infarkt: Mit
Hilfe der mRS Skala wird der Grad der Einschrankung nach einem Schlaganfall
erhoben. (Poeck and Hacke, 2006) Der Wert wurde ein zweites mal 90 Tage nach
dem Ereignis, zur Beurteilung des Langzeitverlaufes, mittels Telefoninterview mit
den Patienten selbst oder ihren Pflegern erhoben. Telefonisch deshalb, da hierfir
die Patienten nicht erneut an der Klink vorstellig werden mussten und sich damit
die selben Ergebnisse wie bei einer Face to Face Befragung erzielen lassen.
(Janssen et al., 2010) Um die Reabilitat der erhobene mRS Werte auf ein
hoéchstmdgliches MalR zu  bringen, ist vor der Erhebung das
Onlinetrainingsprogramm auf http://www.rankinscale.org/ absolviert worden. Der
mRS-Wert kann 0 — 6 Punkte haben. (siehe Tabelle 1)
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Keinerlei Symptome

keine Einschrankung im taglichen Leben

Keine signifikante Beeintrachtigung trotz Symptomen

alle friheren Aufgaben und Aktivitdten kdnnen ausgefuhrt werden

Leichte Beeintrachtigung

es kénnen nicht mehr alle friheren Aktivitdten ausgefiuhrt werden

MaRige Beeintrachtigung

3 es wird Hilfe bendtigt; selbststandiges Gehen ist aber méglich
4 Mittelschwere Beeintrachtigung

ohne Hilfe nicht gehfahig; Hilfe fur Kérperpflege notwendig
5 Schwere Beeintrachtigung

bettlagrig, inkontinent; Dauerpflege nétig

6 Tod

Tabelle 1: modifizierte Rankin Skala nach (van Swieten et al., 1988)

Zusatzlich wurde die Schlaganfall Klassifizierung nach dem Schlaganfall Projekt
der Oxfordshire Gesellschaft (OCSP) (Bamford et al., 1991) und der Kausativen
Klassifizierung des Schlaganfall Systems (CCS) (Arsava et al., 2010, Ay et al.,
2007) erhoben. Die Einteilung nach OCSP erfolgt anhand der Symptome. Grob
wird zwischen einem Syndrom des vorderen und hinteren Kreislaufes sowie in
lakunare Syndrome unterteilt. (Bamford et al., 1991) Beim vorderen Syndrom wird
je nach Ausdehnung des Infarktareals zwischen Total Anterior Circulation
Syndrom (TACS) und Partial Anterior Circulation Syndrom (PACS) unterschieden.
Wenn der hintere Kreislauf betroffen ist, spricht man von einem Posterior
Circulation Syndrome (POCS), und falls reine motorische, sensible oder
sensomotorische Symptome ohne kortikale Zeichen auftreten, spricht man von
einem lakunaren Syndrom (LACS). Die Lokalisation und die Haufigkeit der

einzelnen Klassen ist in dargestellt. (Fluri and Lyrrer, 2008)

Thomas Pekar 31



Material und Methoden

31%

Abbildung 3: Lokalisation und Haufigkeit der OCSP Klassen; aus (Fluri and Lyrrer, 2008)

Laborparameter wurden folgende bestimmt: Anzahl der Leukozyten und
Thrombozyten, C-Reaktives Protein (CRP) und die geschatzte glomerulare
Filtrationsrate (eGFR). Weiters wurde geschaut, ob die Patienten an einem
bestehenden oder neu aufgetretenen Vorhofflimmern leiden und ob Infektionen
auftraten. Folgende zerebrovaskuldre Risikofaktoren wurden anhand des
Aufnahmebogens und der verschriebenen Medikamente bei der Entlassung
notiert: Hypertonie, Hypercholesterinamie und Diabetes mellitus. Ein
Vorhandensein von Carotis Stenosen oder Verschlissen wurde via Ultraschall
Uberprift. Falls ein Verschluss von mehr als 50% gefunden wurde, wurde dies
mittels Magnetresonanzangiographie validiert, falls keine Kontraindikationen fur
eine solche Untersuchung bestanden haben. AbschlieRend wurde noch
aufgemerkt, falls eine Antithrombose- oder Antikoagulationstherapie und falls
Statin bzw. Atorvastatin verabreicht worden ist. Die klinische Pflege der Patienten
erfolgte nach den Richtlinien der europaischen Schlaganfall Organisation.

Die Blutabnahme bei der Aufnahme erfolgte im Zuge der Routineabnahme mittels
Punktion der Vene in ein Lithium-Heparin beschichtetes Plasmarohrchen. Eine
zweite Abnahme erfolgte eine Woche (Median 7 Tage; Bereich 5-7) um 8 Uhr
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morgens. Dabei wurde ein Serumrohrchen und ein Lithium-Heparin Réhrchen
gewonnen. Die Blutproben wurden aliquotiert und bis zu den Testungen bei -80

Grad Celsius gelagert.
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9.3 Serologische Bestimmung der Analytkonzentrationen

Die Bestimmung der Serum- bzw. Plasmakonzentrationen der Analyten erfolgte
mittels Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) und mittels Elektro-Chemi-

Lumineszenz (ECL).

Die Serumkonzentrationen von IL-6 wurden im Lipidlabor der Medizinischen
Universitat Graz mittels ECL auf einem Elecsys® System der Firma Roche
Diagnostics, Mannheim, Deutschland von einer biomedizinischen Analytikerin

gemessen.

Die Bestimmung der Plasmakonzentrationen von MMP-9, MRP8/14, neutrophiler
Elastase, NGAL, PRDX-1 und Dkk-1 erfolgte mittels kommerziell erhaltlicher

Sandwich ELISA. Die verwendeten Kits sind in nachfolgender Tabelle aufgelistet.

Firma Art. Nr.
MMP-9 GE Healthcare, Buckinghamshire, UK RPN2614
MRP8/14 Buhlmann, Schénenbuch, Schweitz EK-MRP8/14
neutrophile Elastase Cusabio Biotech, Wuhan, China E08846h
NGAL BioPorto Diagnostics, Gentofte, Kit037CE

Danemark
PRDX-1 LOXO GmbH, Dossenheim, Deutschland E92749HU
Dkk-1 R&D Systems, Minneapolis, USA DKK100

Tabelle 2: verwendete ELISA Kits

Die Durchfuihrung der ELISA Testungen erfolgte streng nach den Instruktionen der

Hersteller und unter Einhaltung der Good laboratory practice. (OECD, 1999)

Die Auswertung wurde mit einem ELISA Reader (SpectraCount™, Fa. Packard)
durchgefuhrt. Die Berechnung der Eichkurve und der endgultigen Konzentrationen
erfolgte mit der Software PlateReader V3.0 (Fa. Packard).
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9.4 Tiermodell

In dieser Arbeit wurde das sogenannte Fadenmodel verwendet. Dabei handelt es
sich um ein standardisiertes Modell zur Erzeugung einer fokalen Ischalimie im

Gehirn von Ratten und Mausen.

Die Tiere wurden freundlicherweise von der Arbeitsgruppe fur experimentelle
Neurologie an der Charité in Berlin zur Verfugung gestellt. Es handelt sich dabei
um C57/BL6 Mause (n=28). Die fokale zerebrale Ischamie wurde durch
EinfUhrung eines silikonbeschichteten Fadens in die Arteria carotis commune, der
bis in die Arteria carotis interna vorgeschoben wurde, bis eine proximale Okklusion
der Arteria cerebri media (MCA) erreicht werden konnte. Nach 60 Minuten wurde
der Faden entfernt um eine Reperfusion fur verschiedene Zeitpunkte (1d, 7d, 14d,
28d und 42d) zu ermoglichen. Nach Ablauf der Reperfusionsperioden wurden die
Mause getodtet. Daraufhin wurden die Hirne enthommen und fur 24 Stunden zum

Fixieren in 4% Paraformaldehyd, gel6st in PBS-Puffer, eingelegt.

Die weitere histologische Aufarbeitung wurde vom Verfasser dieser Arbeit selbst
im Immunhistologischen Labor der Universitatsklink flr Neurologie selbst
durchgefuhrt. Die Hirne wurden daflr mit zwei Schnitten entlang der Koronalebene
in drei gleich grof3e Stlcke geteilt und in Histokassetten gegeben. Zwischen den
Arbeitsschritten wurden die Gewebe in PBS-Puffer gelagert um eine Austrocknen
zu verhindern. AnschlieBend wurden die Histokassetten Uber Nacht in einer
Zitadelle (Citadell1000, Fa. Shandon) mit einer aufsteigenden Alkoholreihe
dehydriert. (Siehe Tabelle 3) AnschlieRend wurden die Hirnsticke mit der
Schnittebene parallel zur Oberflache in Paraffin eingebettet. Dann wurden mit
einem Schlittenmikrotom Schnitte mit einer Starke von 2um angefertigt, zum
Strecken in ein 39 Grad Celsius warmes Wasserbad gelegt und auf Objekttrager
aufgezogen. AbschlielRend wurden die Objekttrager tUber Nacht in einem 57 Grad
Celsius (= Schmelztemperatur des verwendeten Paraffins) warmen Brutschrank

zur besseren Haftung angebacken.
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Losung Dauer
1 50% Alkohol 60'
2 70% Alkohol 60'
3 80% Alkohol 60'
4 96% Alkohol 60'
5 96% Alkohol 60'
6 96% Alkohol 120'
7 | 100% Alkohol 120'
8 Xylol 120'
9 Xylol 120'
10 Xylol 120'
11 Paraffin 120’
12 Paraffin 120’

Tabelle 3: Protokoll Zitadelle
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9.5 Farbung und Immunhistochemie

Fur eine erste Betrachtung wurden die Schnitte mit Hamalaun und Eosin gefarbt.
Um die ischamischen Regionen identifizieren zu kdnnen, wurde die modifizierte
Silber Infarkt Farbung (Vogel et al., 1999) angewendet. Da das Ergebnis dieser
Farbung aufgrund der geringen Schnittdicke einen fur die Detektion zu geringen
Kontrast zeigte, kam zusatzlich eine immunhistochemische Farbung des
Mikrotubulus-assoziierten-Protein-2 (Map-2) zur Anwendung. Diese Methode
wurde als exzellenter Marker fur die Identifikation der ischamischen Regionen bei
der Ratte beschrieben (Popp et al., 2009) und sollte sich auch bei der Maus als

sensitiver Marker eignen. (Dawson and Hallenbeck, 1996, Kitagawa et al., 1989)

Der immunhistochemische Nachweis erfolgte mit der ABC (Avidin-Biotin-
Complex)-Methode. Dabei handelt es sich um eine indirekte Methode, die
gegenuber der direkten Methode den Vorteil einer hdheren Sensitivitat besitzt. Es
wird dabei die starke Bindungsaffinitat des Glykoproteins Streptavidin zum Biotin
ausgenutzt. Ein schematischer Aufbau des stufigen Markierungsaufbaus ist in

nachfolgender Abbildung ersichtlich.

Avidin
Biotin
Sekundirantikdérper

Primarantikdérper

Antigen

Abbildung 4: Schematische Darstellung der ABC-Methode; adaptiert nach (Noll et al., 2000)

FUr die Identifizierung der zellularen Quelle der als Biomarker in Frage
kommenden Proteine wurden weitere IHC Farbungen durchgefuhrt. Die

verwendeten Antikorper sind in nachfolgender Tabelle dargestellt:
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Verdiinnung Firma Ref. Nr.
anti PRDX-1 1:1500 Thermo PA3-750
anti Mac3 1:100 Biosciences 553322
anti Olig-2 1:1500 abcam ab85900
anti NeuN 1:100 Millipore MAB377
anti GFAP 1:200 Labvision Z0334
GE

anti rabbit 1:200 Healthcare RPN1004V1
GE

anti rat 1:200 Healthcare RPN1005V
GE

anti sheep 1:200 Healthcare RPN1025V
GE

anti mouse 1:200 Healthcare RPN1001V

Tabelle 4: verwendete Antikorper

Die genauen Anwendungsprotokolle sind in den nachfolgenden Kapiteln
dargestellt. Erganzend dazu muss angemerkt werden, dass bei der
Doppelmarkierung fir den zweiten Entwicklungsschritt Histogreen (Linaris; E109)
und fir die Hintergrundreduktion bei der Detektion von Antikdrpern mit Isotyp
Maus, ein Maus auf Maus Kit (Vektor; BMK-2202) verwendet worden ist.
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9.5.1 Protokoll Hamalaun und Eosin Farbung

1. Entparaffinieren bis Aqua Dest
2. 5 min Mayers Hamalaun
3. 2xin Wasser absplulen

4. In HCI-Alkohol differenzieren

5. 2xin Aqua Dest abspulen

6. 5 min Shandon Lésung

7. Abspulen in Aqua Dest

8. 5 min Eosin

9. In aufsteigender Alkohollésung entwassern

10. Eindecken mit Consul Mount (Fa. Shandon, Ref: 9990440)

9.5.2 Protokoll IHC

Tag 1
1. Entparaffinieren: 2x 10 min Xylol
2x 96% Alkohol
30 min H20O; — Methanol
1x 96% Alkohol
1x 70% Alkohol
1x 50% Alkohol
1x Aqua dest
2. Vorbehandlung: 1h Dampfgaren in Zitronensaurepuffer ph 6,0
1h abkuhlen bei Raumtemperatur
3. 3 mal waschen mit PBS-Puffer ph7,4
4. Gewebe mit Dako-Pen eingrenzen
5. Schnitte 20 Minuten mit 10% FCS (gel6st in Dako Antibodydiluent) inkubieren
6. Antikorper auf Schnitte auftragen (AK 1:xxx in 10% FCS)

7. Im Kuhlschrank tber Nacht inkubieren
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Tag 2
1. 3 mal waschen mit PBS-Puffer ph7,4
2. Sekundarantikorper auftragen und 1h bei RT inkubieren
(Sek-AK 1:200 in 10% FCS)
3. 3 mal waschen mit PBS-puffer ph7,4
4. Avidin auftragen und 1h bei RT inkubieren
(Avidin 1:100 in 10% FCS)
5. Schnitte mit DAB-L6sung entwickeln
6. Gegenfarben mit Hamalaun: 5min Hamalaun
2x H20
in HCI - Alkohol differenzieren
2x Aqua Dest
5 min Shandon
1x Aqua Dest
aufsteigende Alkoholreihe
n-Butylacetat
7. Eindecken mit Consul Mount (Fa. Shandon, Ref: 9990440)

9.5.3 Protokoll Doppel-IHC

Die Doppelmarkierung wurde analog dem Protokoll fir die normale IHC
durchgefuhrt; einziger Unterschied: Die Primarantikdérper wurden simultan
angeboten und die Schritte Tag 2, Punkt 1-5 wurden 2x nacheinander mit

unterschiedlichen Substraten durchgefihrt.

9.5.4 Protokoll SIS

1. Schnitte fir 2 min in Impragnierlésung einstellen (auf Schttler)
2.  6x1min in Aqua Dest waschen
3.  Schnitte flr 3 min in Entwickler einstellen (auf Schiittler)
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4. 3x 1min in Aqua Dest waschen
5. Entwassern in aufsteigender Alkoholreihe
6. Eindecken mit Consul Mount (Fa. Shandon, Ref: 9990440)

9.5.5 Reagenzien und Losungen

¢ 50% Alkohol (Anstaltsapotheke)
e 70% Alkohol (Anstaltsapotheke)
¢ 80% Alkohol (Anstaltsapotheke)
e 96% Alkohol (Anstaltsapotheke)
e 100% Alkohol (Ethanol absolut) (Fa. Merck, Ref: 1.00983.1011)
e Avidin
o 1g Avidin (Fa. Sigma, Ref: A3151)
o 0,5ml Aqua Dest
e DAB
o 1g DAB (Fa. Fluka, Ref: 32750)
o 40ml PBS
e DAKO-Puffer
o 4ml Dako Wash Buffer (Fa. Dako, Ref: S3006)
o 36ml Aqua Dest
e Entwickler:
o 20ml 37% Formaldehyd (Fa. Sigma Aldrich; Ref: F1635-500)
o 70ml Aqua Dest
o 0,3g Hydroquinon (Fa. Gatt-Koller, Ref: 606070517)
o 15ml Aceton (Fa. Merck, Ref: 1.00014.1011)
o 1,1g Tri-natriumcitrat-Dihydrat (Fa. Merck, Ref: 6447)
o 30-60min bei Raumtemperatur stehen lassen, bis LoOsung
kupferfarben wird.
e Eosin (Fa. Thermo, Ref: 6766010)
e Impragnierlésung

o 10ml gesattigte Lithiumcarbonatlésung (Anstaltsapotheke)
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o 5ml 10% Silbernitratiosung (Anstaltsapotheke)
o Tropfenweise 25% Ammoniak (Fa. Merck, Ref: 1.05423.1000)
zugeben, bis Losung klar wird
o 75ml Aqua Dest
e H20,30% (Fa. Merck, Ref: 1.07298.0250)
¢ Hamalaun (Anstaltsapotheke, Rezept LKH Graz)
e HCI-Alkohol
o 100ml 70% Alkohol (Anstaltsapotheke)
o 0,5ml HCI 37% (Fa. Merck, Ref: 1.00317.1000)
e Methanol (Fa. Merck, Ref: 1.06009.1011)
e N-Butylacetat (Fa. Merck, Ref: 1.09652.1000)
e PBS-Puffer
o 2l von Stammlésung nach Sdérensen (Anstaltsapotheke)
o 6l Aqua Dest
o pH einstellen auf 7,4
e Shandon Lésung (Fa. Thermo, Ref: 6769002)
e Zitronensaurepuffer
o 10ml von Stammlésung (Anstaltsapotheke)
o 990ml Aqua Dest

o pH einstellen auf 6,0
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9.5.6 Histologische Auswertung

Die ldentifizierung und Markierung der ischamischen Bereiche wurde mit einer
100fachen VergroRerung unter dem Lichtmikroskop (Zeiss) beziehungsweise
makroskopisch durchgefuhrt. Dazu wurden zuerst unter dem Mikroskop die
jeweiligen Bereiche auf dem Map-2 gefarbten Schnitt identifiziert und nachfolgend
wurde durch Ubereinanderlegen der Objekttrager der entsprechende Bereich auf

die anderen Schnitte Ubertragen.

Die Quantifizierung der positiven Zellen wurde bei 200facher Vergrolerung
durchgefiihrt. Hierfir wurde das GroRquadrat (A=0,49mm?) des Z&hlokkulars in
der Mitte der Ischamie und der gespiegelten kontra-lateralen Flache platziert. Bei
beiden wurden die Zellen, die eine Immunreaktivitat gezeigt haben, gezahit. Die
lichtmikroskopischen Bilder wurden mit einer Axio Cam MRc5 von Zeiss
aufgenommen und mit der Software Axio Vision 4.7, ebenfalls von Zeiss,

weiterverarbeitet.

Die Aufnahmen der Fluoreszenzbilder wurden mit einer DP71 Mikroskopkamera
(Fa. Olympus) auf einem BX51 (Fa. Olympus) Mikroskop gemacht. Als Lichtquelle
zur Anregung des Fluoreszenssignals kam eine Mercury Dampf Lampe (Fa.

Olympus) zur Anwendung.

Die Scans der Hirnquerschnitte wurden mit einem Canon MP150
Flachbettscanner angefertigt und mit der Software Adobe Photoshop CS5.1 zu

einer Bildtafel verarbeitet.
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9.6 Statistische Auswertung

Fur den zwei Gruppen Vergleich wurde der Student’s T-Test, Mann-Whitney’s U-
Test, der Chi-Quadrat Test oder die Spearman Korrelation verwendet. FlUr den
Vergleich von mehr als zwei Gruppen kam die multiple lineare Regression und der
Kruskall-Wallis ~ Test zur Anwendung. Fir alle Testungen wurde ein
Signifikanzniveau von p<0,05 angenommen. Die Korrektur fur multiples Testen

wurde mit der Bonferroni-Holm Methode durchgefuhrt.

Um zu schauen ob eine Variable das klinische Outcome vorhersagen kann, wurde
eine stufenweise lineare logistische Regression durchgefuhrt. Mit den Variablen,
die dabei einen p-Wert von kleiner 0,1 hatten, wurde ein erstes Vorhersagemodell
konstruiert und anschliefend eine rickwarts eliminierende logistische Regression
zur Konstruktion der finalen Vorhersagemodelle. AnschlieBend wurde eine
Receiver Operator Characteristic (ROC) Kurve modelliert und die Flachen unter
der Kurve auf einen Unterschied zwischen den verschiedenen Modellen hin
untersucht. (DeLong et al., 1988) Die Analyse der ROC Kurven wurde mit der
Software MedCalc® 11.6.1. durchgeflhrt. Alle restlichen statistischen Analysen
wurden mit PASW® Statistics 18 bzw. IBM® SPSS® Statistics 20 durchgefihrt.
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10 Ergebnisse

10.1 Serologie Tag 0

Im ersten Teil der Studie wurden die Dkk-1 und MRP8/14 Plasmawerte der
Studienteilnehmer am Aufnahmetag bestimmt. Auferdem wurden die
Konzentrationen der jeweiligen Analyten auch im Plasma der beiden
Kontrollgruppen (siehe Methodenteil) gemessen.

Von 282 Patienten, die im Studienzeitraum mit einem Schlaganfall oder einer TIA
auf die Stroke Unit der Universitatsklinik fur Neurologie in Graz gebracht worden
sind, waren 57 fur die Teilnahme geeignet. (siehe Abbildung 5) Zusatzlich kamen
noch die 59 Patienten aus den Kontrollgruppen hinzu. Dies ergab eine

Gesamtfallzahl von 106.

Die demographischen Daten und die klinische Charakteristik sind in Tabelle 5
dargestellt. Die Blutabnahme bei der Kohorte mit akutem ischamischen
Schlaganfall hat bei 32 Patienten innerhalb von 12 Stunden und bei 25 Patienten
zwischen 12 und 24 Stunden nach Symptombeginn stattgefunden. Sie erfolgte in
jedem Fall vor einer eventuellen Thrombolyse, welche bei 18 Patienten als
Therapie zur Anwendung kam. Die Patienten hatten NIHSS Werte im Bereich von

4-27 (Median 11) zum Zeitpunkt der Aufnahme.
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282 Patienten kamen im
Studienzeitraum mit einem

Schlaganfall oder einer TIA auf die
Stroke Unit

|

63 Patienten haben die
Einschlusskriterien erfillt

Blutabnahme bei 6 Patienten
nicht durchgeflhrt

Bei 57 Patienten wurden die
klinischen Variablen erhoben und die
Plasmakonzentration von Dkk-1 und

MRP8/14 bestimmt
9 Bei 2 Patienten kein Follow Up

Bei 55 Patienten wurde der mRS
Wert am Tag 90 nach dem Infarkt

erhoben

Abbildung 5: Studien Flow Chart fiir Serologie Tag 0
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Kohorte

akuter ischamischer Schlaganfall | stabile zerebrovaskuldre Erkrankung| gesund
Gruppengrofe 57 30 29
Alter (Mittelwert & Bereich; in Jahren) 69,7 (24-89) 66,6 (28-79) 53,5 (46-66)
Ménner / Frauen 30/27 21/9 11719
Hypertonie 47 (82,5%) 26 (86,7%) 0
Hypercholesterinamie 27 (47,4%) 30 (100%) 0
Diabetes Mellitus 15 (26,3%) 12 (40%) 0
Vorhofflimmern 25 (43,9%) 0 0
>50% Verschluss der ICA 11 (19,3%) 5(16,7%) 0
Thrombozytenaggregationshemmer 14 (24,6%) 30 (100%) 0
orale Antikoagulation 8 (14,0%) 2 (6,7%) 0
irgendein Statin 7 (12,3%) 26 (86,7%) 0
Atorvastatin 0 4 (13,3%) 0

Tabelle 5: Demographische Daten, Klinik und Medikation der Patientenkohorten

Bei den NIHSS Werten wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen
Mannern und Frauen gefunden. Auch fuhrte die Thrombolyse oder der Zeitpunkt
der Blutabnahme zu keinem signifikanten Unterschied. Keiner der Patienten hatte
einen Schlaganfall aufgrund einer Klein-Arterien-Okklusion. 14 Patienten (24,6%)
bekamen Thrombozytenaggregationshemmer vor dem Insult und acht Patienten
(14,0%) erhielten eine Antikoagulationstherapie aufgrund eines nicht
rheumatischen Vorhofflimmerns. Vier Patienten (1,4%) wurden aufgrund erhéhter
Leukozytenzahlen nicht in die Studie mit eingeschlossen.

Die Leukozytenzahlen korrelieren mit dem NIHSS Wert bei der Aufnahme.
(r=0,32; p=0,017) Dieses Ergebnis deckt sich mit dem einer anderen Gruppe.
(Kammersgaard et al., 1999)

Der mRS-Wert am Tag 90 konnte bei 55 Patienten (96,5%) erhoben werden. Zwei
Patienten waren zum Zeitpunkt des Follow up nicht mehr erreichbar. 15 Patienten
(26,3%) erholten sich wieder auf einen mRS Wert kleiner zwei und 7 Patienten
verstarben. Der mediane mRS Wert am Tag 90 betrug fir die gesamte Kohorte 4.
Das Ergebnis der multiplen linearen Regressionsanalyse hat gezeigt, dass ein

niedriger MRS Wert am Tag 90 von einem niedrigen NIHSS Wert bei der
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Aufnahme (p<0,001) und der Anwendung einer thrombolytischen Therapie
(p=0,004) vorhergesagt wird.

Die Referenzkohorten, bestehend aus Patienten mit stabiler zerebrovaskularer
Erkrankung, bestehend aus 21 Mannern und 9 Frauen, und gesunden Probanden,
bestehend aus 11 Mannern und neun Frauen, dienten als Vergleichsgruppen. Die

klinische Charakteristik und die Medikation ist in Tabelle 5 dargestellt.

10.1.1 DKK-1

Die Dkk-1 Plasmaspiegel unterscheiden sich signifikant zwischen den Gruppen
(p<0,001). Die gemessene Konzentration im Plasma war bei der Schlaganfall
Kohorte signifikant hoher (Mittelwert: 847,8pg/ml; Median: 727,1pg/ml) als bei den
Patienten mit stabiler zerebrovaskularer Erkrankung (Mittelwert: 634,9pg/mil;
Median: 523,9pg/ml; p=0,038) und bei den gesunden Kontrollen (Mittelwert:
414,8pg/ml; Median: 371,3pg/ml; p<0,001). (Siehe Abbildung 6)

Der Unterschied der Dkk-1 Werte zwischen den Patienten mit stabiler Erkrankung
und den gesunden Patienten war auch signifikant (p=0,010).

Das Alter der Patienten korrelierte nur in der Kohorte mit akutem ischamischen
Schlaganfall mit den Dkk-1 Werten (r=0,34; p=0,009).
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Abbildung 6: DKk-1 Spiegel im Plasma

Um mdgliche Stérfaktoren auszuschliel3en, wurden die Dkk-1 Werte innerhalb der
einzelnen Gruppen hinsichtlich eines mdglichen Einflusses untersucht. Es konnten
weder Zusammenhange mit demographischen Daten noch mit Klink und
Medikation gefunden werden. Es wurde zwar eine Reduzierung der peripheren
Dkk-1 Konzentration durch Atorvastatin beschrieben (Perez Castrillon et al., 2010,
Sondergaard et al., 2009), jedoch bekam keiner der teilnehmenden Patienten
diese Medikation. Auch der Zeitpunkt der Blutabnahme konnte als Stérgrofie

ausgeschlossen werden.

Es konnte keine Korrelation der Dkk-1 Werte mit dem NIHSS bei der Aufnahme
(r=0,007; p=0,96) oder mRS am Tag 90 (r=-0,053; p=0,70) gefunden werden.
Auch unterschied sich die Plasmakonzentration von den genesenen Patienten
(mRS<2 am Tag 90) nicht mit derer der restlichen Patienten (Median 692,6 vs.
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730,4pg/ml; p=0,70). Somit kann eine Eignung der Dkk-1 Konzentration am Tag 0

im peripheren Blutkreislauf als Outcomemarker ausgeschlossen werden.

10.1.2 MRP8/14

Bei den MRP8/14 Plasmawerten konnte ein signifikanter Unterschied zwischen
den Gruppen mittels Kruskall-Wallis Test ausgeschlossen werden (p=0,762). Der
Zweigruppenvergleich mittels T-Test brachte ebenfalls keinen Unterschied
zwischen der Gruppe mit akutem ischamischen Schlaganfall (Mittelwert: 5,1 ug/mil;
Median: 2,8ug/ml), der stabilen Kohorte (Mittelwert: 4,5ug/ml; Median: 3,8ug/ml;
p=0,558) und den gesunden Kontrollen (Mittelwert: 3,8ug/ml; Median: 3,4ug/ml;
p=0,184). (siehe Abbildung 7)

Das Alter der Patienten korrelierte mit den MRP8/14 Werten (r=0,299; p=0,001).
Die isolierte Betrachtung der Schlaganfall Kohorte hinsichtlich dieser Eigenschaft

zeigte ebenfalls ein signifikantes Ergebnis (r=0,306; p=0,022).
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Abbildung 7: MRP8/14 Spiegel im Plasma

Es konnte keine Korrelation der MRP8/14 Werte mit dem NIHSS zum Zeitpunkt
der Aufnahme (r=0,95; p=0,483), mit dem mRS am Tag 90 (r=0,136; p=0,323)
oder mit dem Auftreten von Infektionen (r=254; p=0,096) gefunden werden.
Dartber hinaus war keine Korrelation mit einer eventuellen Genesung der
Patienten (MRS<3 am Tag 90) und auch Kkein Unterschied der
Plasmakonzentrationen zwischen den genesenden und nicht genesenden
Patienten feststellbar. Daher kann auch die MRP8/14 Konzentration am Tag 0 im

peripheren Blutkreislauf als Prognosemarker ausgeschlossen werden.
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10.1.3 PRDX-1

Die Konzentration von PRDX-1 im Patientenblut sollte mittels ELISA gemessen

werden. Mit dem dafur vorgesehen Kit (siehe Methodenteil) war dies allerdings

nicht moglich, da kein ausreichendes Signal detektiert werden konnte. Dafur
kommen 2 Moglichkeiten in Frage:

1. die Konzentration im peripheren Kreislauf liegt unter der Nachweisgrenze
des verwendeten ELISA-Kits

2. die nach Ischamie im Gehirn erhdéhten Proteinspiegel von PRDX-1 (Dayon

et al., 2011) gelangen nicht in den peripheren Blutkreislauf

Fur die Abklarung von Punkt eins wurde ein anderer ELISA Kit (E92749Hu, USCN
Life Science, Wuhan, China) mit einer besseren Sensitivitat von 6,1pg/ml im
Vergleich zu 160pg/ml bei zuerst verwendetem Kit. Da auch hiermit keine
zufriedenstellenden Ergebnisse erzielt werden konnten, wurde aus Kostengrinden

von einer weiteren Untersuchung abgesehen werden.
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10.2Serologie Tag 7

Im zweiten Teil wurden im Plasma der Studienteilnehmer, das 7 Tage nach dem
Schlaganfall abgenommen worden ist, die Konzentrationen von MMP-9, MRP8/14,
neutrophiler Elastase und NGAL bestimmt; auRerdem im Serum, welches zum
selben Zeitpunkt abgenommen worden ist, IL-6.

In diesem Studienteil betrug die Fallzahl nur mehr 46 (siehe Abbildung 8). Der
Verlust an Patienten war bedingt durch 5 Todesfalle und Verlegungen an andere

Kliniken.

282 Patienten kamen im

Studienzeitraum mit einem
Schlaganfall oder einer TIA auf die
Stroke Unit

63 Patienten haben die
Einschlusskriterien erfiillit

Blutabnahme bei 16 Patienten
nicht durchgefiihrt

Bei 47 Patienten wurden die
klinischen Variablen erhoben und die
Plasmakonzentration von Dkk-1 und

MRP8/14 bestimmt
4 Bei einem Patienten kein Follow Up

Bei 46 Patienten wurde der mRS

Wert am Tag 90 nach dem Infarkt
erhoben

Abbildung 8: Studien Flow Chart fiir Serologie Tag 7
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Die demographischen Daten, klinische Charakteristik, zerebrovaskulare

Risikofaktoren und die Schlaganfall Klassifizierung sind in nachfolgender Tabelle

dargestellt.

alle gutes schlechtes
Patienten | Outcome Outcome P
n 46 13 33 -
Alter in Jahren; Median
71 (63-79) | 68 (54-74) 76 (63-79) 0,107
(IQR)
weiblilches Geschlecht
) 47,8% (22) | 53,8% (7) 45,5% (15) 0,987
n
NIHSS; Median (IQR) 11 (6-17) 6 (5-8) 13 (7-18) 0,002
Thrombolyse (n) 26,1% (12) | 38,5% (5) 21,2% (7) 0,276
post-Stroke
58,7% (27) | 23,1% (3) 72,7% (24) 0,006
Infektionen (n)
eGFR; MW (IQR); 75,6 (85,4- | 69,6 (80,6- 77,9 (89,0- 0.269
ml/min/1.7 65,7) 58,7) 66,8) ’
Hypertonie (n) 84,8% (39) | 100% (13) 78,8% (26) 0,166
Hypercholesterin-amie
) 47,8% (22) | 61,5% (8) 42,4% (14) 0,4
n
Diabetes Mellitus (n) | 21,7% (10) | 23,1% (3) 21,2% (7) 1.000

Thomas Pekar

54



Ergebnisse

Vorhofflimmern (n) 41,3% (19) | 23,1% (3) 48,5% (16) 0,214
h@amorrhagische
Veréind ) 13,0% (6) 7,7% (1) 15,2% (5) 0,659
eranderung (n
TACS (n) 41,3% (19) 7,7% (1) 54,5% (18) 0,01
PACS (n) 50,0% (23) | 69,2% (9) 42,4% (14) 0,19
POCS (n) 4,3% (2) 15,4% (2) 0% 0,075
LACS (n) 4,3% (2) 7,7% (1) 3,0% (1) 0,49
supraaortale
Arterioskl 21,7% (10) 7,7% (1) 27,3% (9) 0,24
eriosklerose
cardioaortale Embolie
) 52,2% (24) | 46,2% (6) 54,5% (18) 0,853
n
Okklusion kleiner
Arterien (n) 0% 0% 0% -
erien (n
andere seltene
U hen (n) 6,5% (3) 7,7% (1) 6,1% (2) 1,000
rsachen (n
unbestimmte Ursachen
19,6% (9) 38,5% (5) 12,1% (4) 0,092

(n)

Tabelle 6: Demographische Daten und klinische Charakteristika der Patienten des zweiten Studienteils

Der Median des mRS-Wertes am Tag 90 der Patienten betrug 3. Fur weitere

Auswertungen wurden die Patienten in zwei Gruppen eingeteilt: in die erste kamen

alle Patienten mit einem guten Outcome (MRS 0-2) und in die zweite die mit

einem schlechten Outcome (MRS 3-6). Die Wahl der Grenzen erfolgte aufgrund

zuvor publizierter Empfehlungen, diese so zu setzen. (Uyttenboogaart et al., 2005,

Hacke et al., 2005)
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Ein signifikanter Unterschied zeigte sich zwischen den beiden Gruppen beim
NIHSS, dem Auftreten von post-stroke Infektionen und dem Anteil an TACS

Klassifikationen. (siehe Tabelle 6)

Die gemessenen Proteinkonzentrationen im peripheren Blut der beiden Gruppen

sind in nachfolgender Tabelle als Median mit dem Interquartilsbereich aufgelistet.
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gutes schlechtes mRS at
Outcome; Outcome; p Tag 90;
Median Median ®)
s (P
(IQR) (IQR)
35,8 (21,1- | 54,2 (27,0- 0,012
MMP-9 0,311
79,4) ng/ml | 131,7) ng/ml (0,939)
13,2 (6,4- 17,9 (10,7- 0,201
IL-6 0,218
24,8) pg/ml | 32,6) pg/ml (0,179)
4,4 (3,1- | 4,5(2,8-8,3) -0,111
MRPS8/14 0,807
6,8) pg/ml pg/ml (0,466)
Neutrophile 2,1(1,0- 2,2 (1,3-3,3) 0311 0,140
Elastase 2,7) ng/ml ng/ml ' (0,351)
43,4 (35,2- | 75,7 (56,9- 0,395
NGAL 0,030
84,0) ng/ml | 105,8) ng/ml (0,007)*

Tabelle 7: Proteinkonzentration und deren Korrelation mit dem Outcome

Die Plasmakonzentration von NGAL korrelierte signifikant mit dem Outcome (MRS

Tag 90) (rs=0,395; p=0,007). Bei allen anderen untersuchten Proteinen konnte

kein statistischer Zusammenhang mit dem Outcome gefunden werden.

Nachdem alle in diesem Teil getesteten Proteine zuvor als inflammatorische

Reaktanten beschrieben worden sind, wurden

Auswertungen in Bezug auf Infektionen durchgefihrt.

in weiterer Folge statische

27 (58,7%) Patienten des Gesamtkollektivs haben post-Schlaganfall Infektionen

entwickelt. Davon hatten 17 (63,0%) Harnwegsinfektionen, 8 (29,6%) Pneumonien
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und 2 (7,4%) andere Infektionen. Die gemessenen Blutspiegel waren bei
Patienten mit Infektionen bei folgenden Proteinen signifikant hoher als bei
Patienten ohne Infektion: MMP-9 (Median: 69,9ng/ml vs. 33,0ng/ml; p=0,048), IL-6
(Median: 21,4pg/ml vs. 8,8pg/ml; p=0,017) und NGAL (Median: 43,4ng/ml vs.
86,4ng/ml; p=0,006). (siehe Tabelle 8)

Nach der Korrektur fur multiples Testen war nur mehr der Unterschied von NGAL
statistisch signifikant.  Als Korrekturmethode kamen sowohl die Bonferroni

Korrektur als auch die Bonferroni-Holm Methode zur Anwendung.
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i post-
keine
. stroke p a a
Infektion
Infektion;
Median Median Bonferroni -
Bonferroni
(IQR) (IQR) Holm
MMP-9 33,0 (22,2- | 69,9 (36,2-
0,048 0,010 0,017
(ng/ml) 80,1) 138,5)
IL-6 8,8 (5,6- 21,4 (13,3-
0,017 0,010 0,013
(pg/ml) 26,1) 38,4)
MRPS8/14 3,5(2,9- 5,0 (3,2-
0,084 0,010 0,025
(ng/ml) 4,9) 8,9)
Neutrophile
2,5(1,7- 2,0 (1,3-
elastase 0,332 0,010 0,050
3,4) 2,9)
(ng/ml)
NGAL 43,4 (36,2- | 86,4 (65,3-
0,006%* 0,010 0,010
(ng/ml) 79,7) 110,5)

Tabelle 8: Proteinspiegel im peripheren Blut eingeteilt nach dem Auftreten von Infektionen

Keine Korrelation wurde zwischen den NGAL-Werten und den maximalen CRP-

Werten (gemessen innerhalb von 7 Tagen nach dem Infarkt) gefunden (rs=0,232;

p=0,120).
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In einem weiteren Schritt wurde nun Uberpruft, ob die statistisch validierte Eignung
der Blutspiegel von NGAL am Tag 7 als Outcomemarker einen zusatzlichen
Nutzen zu bereits klinisch etablierten Kriterien liefern kann. Hierfur wurden
prediktive Modelle fur die Vorhersage von gutem oder schlechtem Outcome
konstruiert. Zusatzlich zu den klinischen Parametern NIHSS, Patientenalter und
Thrombolyse wurde noch die geschatzte glomerulare Filtrationsrate (eGFR)
miteingebaut, da diese als unabhangiger Prediktor von schlechtem Outcome und
Langzeitsterblichkeit bei Schlaganfall beschrieben worden ist. (Yahalom et al.,
2009) Die NGAL Konzentrationen zeigten eine negative Korrelation mit der eGFR
(rs=-0,321; p=0,030). Dieses Ergebnis deckt sich mit denen einer anderen Gruppe.
(Fassett et al., 2011)

In Vorhersagemodell 1 waren enthalten: NIHSS, Patientenalter, Thrombolyse und
eGFR. In Modell 2 zusatzlich noch NGAL, um einen eventuellen zuséatzlichen

Nutzen festzustellen. (siehe Tabelle 9)

Thomas Pekar 60



Ergebnisse

Modell Variable o] OR (95% CI) | AUC (95% CI) p
1,433 (1,087-
NIHSS 0,011
1,890)
1,108 (0,993-
Alter 0,067
1 1,236) 0,851 (0,743-
0,958)
0,015 (0,015-
Thrombolyse 0,09
1,344)
1,038 (0,980-
eGFR 0,202
1,099)
1,441 (1,071- 0,048
NIHSS 0,016
1,939)
1,120 (0,982-
Alter 0,09
1,277)
0,935 (0,864-
2 0,096 (0,007-
Thrombolyse 0,096 1,000)
1,306)
1,06 (0,991-
eGFR 0,09
1,134)
1,029 (1,000-
NGAL 0,049
1,059)

Tabelle 9: Vorhersagemodelle 1 & 2

Das Hinzufiigen der NGAL-Werte zu den Variablen aus Modell 1 fihrte zu einer
signifikanten Erhéhung der Area under the curve (AUC) der generierten ROC-
Kurven (Abbildung 9). Deshalb kann davon ausgegangen werden, dass die NGAL-
Plasmawerte, gemessen eine Woche nach dem Schlaganfall, eine zusatzliche

Information Uber das 90 Tages Outcome des Patienten liefern.
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Abbildung 9: ROC-Kurven von Vorhersagemodell 1 & 2

AbschlieBend wurde noch untersucht, ob der prediktive Wert von NGAL in
Zusammenhang mit dem Auftreten von post-Schlaganfall Infektionen steht. Hierfur
wurden Modell 3 und 4 generiert. Modell 3 besteht aus NIHSS, Alter, Thrombolyse
und Infektionen. In Modell 4 wurden zusatzlich die NGAL-Konzentrationen
inkludiert. Beim Vergleich dieser beiden Modelle konnte kein signifikanter
Unterschied der Flachen unter den ROC-Kurven festgestellt werden (siehe Tabelle
10)
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Modell Variable o] OR (95% CI) | AUC (95% CI) p
1,448 (1,083-
NIHSS 0,012
1,936)
1,059 (0,977-
Alter 0,161
1,147)
3 0,851 (0,743-
0,958)
0,100 (0,009-
Thrombolyse 0,061
1,116)
1,697 (0,796-
Infektion 0,171
3,617)
1,439 (1,082-
NIHSS 0,012 0,179
1,915)
1,049 (0,965-
Alter 0,261
1,140)
0,891 (0,809-
4 0,099 (0,009-
Thrombolyse 0,063 0,986)
1,137)
. 1,464 (0,670-
Infektion 0,339
3,203)
1,016 (0,990-
NGAL 0,238
1,042)

Tabelle 10: Vorhersagemodelle 3 & 4
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10.3 Tiermodell

Im dritten Teil der Arbeit wurden folgenden Fragestellungen mit Hilfe des MCAO-
Modells an der Maus bearbeitet:
- Ist PRDX-1 nach einer Ischamie im Tiermodell nachweisbar?

- Was sind die zellularen Quellen fur PRDX-1 nach einer Ischamie?

Bevor diese beiden Fragen beantwortet werden konnten, musste zuerst
sichergestellt werden, dass die verwendeten Hirne auch wirklich Ischamie
bedingte Schadigungen aufweisen. Deshalb wurden zuerst Schnitte von jedem
Maushirn mit der modifizierten Silberfarbung (siehe Methodenteil) gefarbt. Mit Hilfe
des erzielten Farbeergebnisses lies sich aber keine genaue Aussage Uber
Auftreten und Lokalisation der Ischamie treffen. Das mag zum einen an der
geringen Schnittdicke von 2 Mikrometern als auch an der kurzen Okklusionszeit
von 1 Stunde gelegen haben. Deshalb wurden in einem weiteren Schritt eine IHC
fur Map-2 durchgefuhrt. Mit Hilfe dieser ist es gelungen bei 25 der 28 Tieren
Zeichen einer Ischamie zu identifizieren. Das Farbeergebnis ist in Abbildung 10
ersichtlich.

Wie zuvor beschrieben (Popp et al., 2009), zeigten die geschadigten Areale eine
schwachere Immunreaktion als die gesunden Areale.

Desweiteren wurde mit einer weiteren IHC die Einwanderung von Mac3 positiven

Makrophagen im Zeitverlauf dargestellt. (siehe Abbildung 10)
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anterior posterior

Map 2 Mac 3 Map 2 Mac 3

Abbildung 10: Map2 und Mac3 IHC Immunreaktivitit im Zeitverlauf

10.3.1 PRDX-1

Peroxiredoxin-1 konnte an allen Zeitpunkten nach MCAO im ischamischen
Bereich detektiert werden. (siehe Abbildung 11) Die Quantifizierung der positiven
Zellen ergab einen Peak am Tag 14 nach Ischamie. (siehe Abbildung 12)
Desweiteren zeigte sich an allen Zeitpunkten ab Tag 7 ein signifikanter
Unterschied in der PRDX-1 positiven Zellzahl zwischen der ischamischen und der
kontra-lateralen Hemisphare. (siehe Tabelle 11)
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ipsi-lateral contra-lateral

dl

d7

d14

d 28

d 42

Abbildung 11: PRDX-1 Expression im Zeitverlauf (mittlere Reihe: Hirnquerschnitte mit Map-2 IHC; linke
Seite: vergroferte Ausschnitte der ischimischen Regionen; rechte Seite: vergrofierte Ausschnitte der

kontra-lateralen Bereiche)
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600,00
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Tage nach Ischdmie
Abbildung 12: PRDX-1 positive Zellen im Zeitverlauf nach MCAO
PRDX-1 positive Zellen
MW (SD)
ipsi-lateral contra-lateral p

d1 76 (3) 86 (15) 0.571
d7 331 (35) 112 (8) <0.001
d14 427 (64) 111 (6) 0.001
d?28 390 (47) 98 (12) 0.001
d 42 340 (30) 106 (14) <0.001

Tabelle 11: PRDX-1 positive Zellen im Zeitverlauf nach MCAO

42
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Als nachstes galt es, die zellulare Lokalisation von PRDX-1 zu identifizieren.
Hierfur wurden immunhistochemische Doppelmarkierungen mit Anti-PRDX-1, Anti-
Mac3, Anti-NeuN, Anti-GFAP und Anti-Olig-2 durchgefuhrt. Lichtmikroskopisch
konnte eine Ko-Lokalisation von PRDX-1 mit Mac3 (siehe Abbildung 13 A) und mit
Olig-2 (siehe Abbildung 14 A) im ischamischen Areal gefunden werden. Dieses
Ergebnis konnte mittels Konfokalmikroskopie bestatigt werden (siehe Abbildung
13 D und Abbildung 14 D). Die Immunreaktivitat der Oligodendrozyten deckt sich
mit den von Goemaere und Knoops publizierten Ergebnissen im gesunden adulten

Maushirn. (Goemaere and Knoops, 2011)

Abbildung 13: PRDX-1 und Mac3 Doppelmarkierung (A: PRDX-1 = braun, Mac3 = griin; B: Mac3; C: PRDX-1;
D: B&Ciibereinandergelegt - gelb: Ko-Lokalisation) (VergrofRerung: A = 630fach; B-D = 1000fach)
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Abbildung 14: PRDX-1 und Olig-2 Doppelmarkierung (A: PRDX-1 = griin, Olig-2 = griin; B: Olig-2; C: PRDX-
1; D: B&C iibereinandergelegt - gelb: Ko-Lokalisation) (Vergréfderung: A = 1000fach; B-D = 630fach)
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11 Diskussion

Der Schweregrad (NIHSS) des Schlaganfalls war in der untersuchten
Studienkohorte hoher als in anderen Studien, die sich mit potentiellen
Outcomemarkern nach einem ischamischen Schlaganfall beschaftigt haben.
(Katan et al., 2009, Katan et al., 2010) Dies ist auf die strengeren Einschluss- und
Ausschlusskriterien zurtckzufuhren. Fast ein Drittel der inkludierten Patienten
erhielt eine Thrombolyse-Therapie. Im Durchschnitt erhielten in den letzten Jahren
nur 1/10 aller Patienten auf Stroke-Units in Osterreich eine solche Therapie.
(Ferrari et al., 2010) Dieser Unterschied spiegelt die Tatsache wieder, dass im
Rahmen dieser Arbeit Patienten mit einem leichteren Schlaganfall oder einer TIA
nicht eingeschlossen waren. Weiters ist anzumerken, dass es beim
Patientenkollektiv im Vergleich zu anderen Studien (Emsley and Hopkins, 2008)
zu einer hoheren Rate von post-Stroke Infektionen gekommen ist. Dies ist
hdchstwahrscheinlich auch auf den durchschnittlich hdheren NIHSS der Kohorte

zuruckzufihren.

11.1 Serologie Tag 0

Die erhohten Plasmaspiegel von DKK-1 im Blutkreislauf von Schlaganfallpatienten
die im Zuge dieser Arbeit festgestellt wurden, sind von unserer Arbeitsgruppe
erstmalig in einer Publikation beschrieben worden. (Seifert-Held et al., 2011)

Mit den in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse ist kein Rickschluss auf die zellulare
Quelle von DKK-1mdglich. In friheren Studien wurden Thrombozyten als
Hauptquelle fir den DKK-1 Spiegel im Blut beschrieben. (Ueland et al., 2009,
Voorzanger-Rousselot et al., 2009) In diesen Studien wurde beschrieben, dass es
in den Serum-Rdéhrchen nach der Blutabnahme wahrend dem Gerinnungsvorgang
zu einer Abgabe von DKK-1 gekommen ist. Diese Tatsache kann in dieser Arbeit
ausgeschlossen werden, da die Messungen der Dkk-1 Konzentration im Plasma
erfolgt ist. Eine DKK-1 Immunoreaktion konnte in aus der Karotis enthommenen
Plaques nachgewiesen werden. (Ueland et al., 2009) Das Vorkommen von Karotis
Stenosen und Okklusionen war bei den eingeschlossenen Patienten sowohl in der
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Gruppe mit stabilen zerebrovaskularen Erkrankungen als auch bei den
Schlaganfallpatieten gleichverteilt. Diese Patienten hatten keine hoheren DKK-1
Spiegel als die Patienten, die kein solches Ereignis hatten. Somit kann ein Beitrag
von Karotis-Stenosen zu den signifikant hdheren DKK-1 Plasmaspiegeln von
Schlaganfallpatienten ausgeschlossen werden

Auch ein Einfluss der Medikamente auf die gemessenen DKK-1 Werte kann
ausgeschlossen werden. Ein solcher wurde zwar bei Patienten, die mit
Atorvastatin behandelt worden sind beschrieben (Perez Castrillon et al., 2010,
Sondergaard et al., 2009), da bei der in dieser Arbeit untersuchten Kohorte jedoch
kein statistisch signifikanter Zusammenhang nachgewiesen werden konnte, kann
ein Medikamenteneinfluss ausgeschlossen werden.

Mit  Hilfe der gemessenen Plasmakonzentration von DKK-1 bei
Schlaganfallpatienten ist keine Prognose uber das klinische Outcome mdglich.
Aufgrund der erzielten Ergebnisse kann von einem Zusammenhang von DKK-1
mit einer akuten Arterien Okklusion ausgegangen werden. Zu diesem Schluss sind
auch Ueland et al. gekommen. (Ueland et al., 2009). Eine mdgliche
Therapieoption zur Einddammung der zellularen Schaden nach einer Ischamie
ware der Einsatz von DKK-1 Antagonisten. Damit sollte es mdglich sein, den
durch die Blockierung des WNT-Signalweges durch DKK-1 getriggerten Zelltod

einzudammen. (Cappuccio et al., 2005)

Bezuglich MRP8/14 am Tag 0 konnten im Rahmen dieser Arbeit keine statistisch
signifikanten Ergebnisse erlangt werden. Obwohl MRP8/14 eine grol3e Rolle im
Zuge von Entzindung und Immunantwort zugeschrieben wird (Nacken et al.,
2003), =zeigte sich keine Korrelationen zwischen den gemessenen
Blutkonzentrationen und dem Auftreten von post-Schlaganfall Infektionen.
Hauptgrund flr einen nicht detektierbaren Effekt konnte die Tatsache sein, dass
die Entzindungsreaktion nach einem ischamisch Infarkt erst zeitlich verzogert
einsetzt. (Dirnagl et al., 1999) Aufgrund dieser Tatsache wurde die Konzentration

von MRP8/14 auch im Plasma von Tag 7 gemessen.

Bezuglich PRDX-1 gibt es aus dem ersten Teil dieser Arbeit keine Ergebnisse.
Dies liegt entweder an den nicht nachweisbaren Plasmakonzentrationen von

PRDX-1 oder an einer mangelnden Sensitivat der verwendeten ELISA-Kits.
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Letzteres kann jedoch hochstwahrscheinlich ausgeschlossen werden, da auch
eine durchgefuhrte Western Blott Analyse keine sichtbaren Banden im
Patientenblut gezeigt hat. (Daten hierzu wurden nicht in dieser Arbeit gezeigt) In
der Literatur sind auch keine Studien zu finden, in denen die Konzentration von
PRDX-1 im Plasma bestimmt worden ist. Entweder erfolgte die Messung dieser im
Serum (Hoskins et al., 2011), in Zellkulturen (Goncalves et al., 2012,
Yonglitthipagon et al., 2012), GewebsfluRigkeiten (Hoskins et al., 2011) oder Hirn-
Mikrodialysaten (Dayon et al., 2011).

11.2Serologie Tag 7

Das Hinzufigen der am Tag 7 gemessenen NGAL Plasmaspiegel zu etablierten
Prognosekriterien (NIHSS, Alter und Thrombolyse) verbessert die Vorhersage des
Langzeit-Outcomes von Schlaganfallpatienten. Diese Tatsache konnte im Zuge
dieser Arbeit erstmalig beschrieben werden. Trotzdem ist anzumerken, dass
dieser Effekt verloren geht, wenn das Auftreten von post-Schlaganfall Infektionen
ebenfalls in das Vorhersagemodell inkludiert wird.

Die Hauptrolle von NGAL wird in der Literatur bei Nierenerkrankungen gesehen,
da es von den tubularen Nierenzellen als Antwort auf Verletzung gebildet
wird.(Bolignano et al., 2010) Vor allem bei akutem Nierenversagen soll NGAL sehr
gut als Biomarker geeignet sein. (Schiffl and Lang, 2012)

Uber die Rolle von NGAL beim ischamischen Schlaganfall existieren noch keine
Daten in der Literatur. Es wurden jedoch die neutrophilen Granulozyten als
Hauptreservoir von NGAL beschrieben. (Xu et al., 1994, Kjeldsen et al., 1994)
Aulerdem zeigten die Ergebnisse anderer Arbeiten, dass Neuronen aktiv NGAL
aufnehmen koénnen (Ip et al, 2011) und NGAL bei entzindlichen
Hirnerkrankungen Astrozytose induzieren kann. (Lee et al., 2009)

NGAL wird von neutrophilen Granulozyten in freier Form oder gebunden als
Komplex mit MMP-9 sezerniert. (Xu et al., 1994, Kjeldsen et al., 1994) In dieser
Arbeit wurde auch die Plasmakonzentration von MMP-9 am Tag 7 bestimmt. Die
statistische Auswertung zeigte keine Korrelation mit dem Outcome am Tag 90. Es
zeigten sich jedoch héherer MMP-9 Spiegel im Plasma von Patienten mit post-

Stroke Infektionen. Patienten mit hamorrhagischen Transformationen wiesen im
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Vergleich zu Patienten ohne solche Veranderungen keine Unterschiede in den

MMP-9-Konzentrationen auf.

Im Laufe dieser Arbeit wurden noch weitere Proteine, die von neutrophilen
Granulozyten sezerniert werden, untersucht. Weder MRP8/14 noch neutrophile
Elastase korrelierte mit dem Schlaganfall-Outcome am Tag 90. Es konnte auch
kein signifikanter Zusammenhang mit dem Auftreten von post-Schlaganfall

Infektionen gefunden werden.

Bezlglich IL-6 konnte im Zuge dieser Arbeit kein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen der Kohorte mit gutem klinischen Outcome am Tag 90 und
der Kohorte mit einem schlechten Outcome gefunden werden. Es war zwar eine
signifikante Korrelation mit dem Auftreten von post-Stroke Infektionen vorhanden,
diese ging jedoch im Zuge der Korrektur fur multiples Testen verloren. Dieses
Ergebnis ist kontrar zu den Ergebnissen von anderen Studien, die einen
signifikanter Anstieg der IL-6 Konzentrationen nach einem Infarkt zeigen.
(Acalovschi et al., 2003, Fassbender et al., 1994, Ferrarese et al., 1999) Grinde
daflr kdnnen sein, dass in dieser Arbeit die IL-6 Konzentration erst am Tag 7 nach
dem Infarkt gemessen worden ist und Patienten mit evidenten Infektionen bei
Symptombeginn ausgeschlossen worden sind. Es wurde namlich beschrieben,
dass das Niveau von IL-6 im Serum am Tag wieder auf das Ursprungsniveau
zuruckkehrt (Fassbender et al., 1994) und dass der Ausschluss von Patienten mit
evidenten Infektionen zu einem Verlust der Signifikanz des Unterschiedes flhrt.
(Emsley et al., 2003)

Die Quellen fur die nach einer Ischamie erhdhte IL-6 Konzentration im peripheren
Blutkreislauf sind noch unklar. Das diese jedoch im Hirn selbst sein missen, wird
durch die positive Korrelation der IL-6 Konzentration und der InfarktgroRe
(Acalovschi et al., 2003) und einer beschriebenen héheren IL-6 Konzentration im
Liquor als im Serum (Tarkowski et al., 1995) nahe gelegt.

Das Hauptergebnis in diesem Teil der Arbeit ist, dass die Plasmaspiegel von
NGAL am Tag 7 in Zusammenhang mit einem schlechten klinischen Outcome bei
Schlaganfallpatienten stehen; unabhangig von deren Alter, dem NIHSS bei
Aufnahme und ob eine thrombolytische Therapie zur Anwendung kam. Aul3erdem
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wiesen die NGAL-Konzentrationen eine starkere Korrelation mit dem Auftreten von

post-Schlaganfall Infektionen als IL-6 und CRP auf.

11.3 Tiermodell

Die durchgefuhrten Untersuchungen mit den MCAO Maushirnen haben die
aufgestellte Hypothese, dass es in Folge eines ischamischen Infarktes zu einem
Anstieg von PRDX-1 kommt, bestatigt. Das Ergebnis der Quantifizierung der
positiven Zellen und des anschliefend durchgefuhrten Zwei-Gruppen-Vergleich
brachten einen statistisch eindeutig signifikanten Unterschied zwischen

geschadigter und gesunder Hemisphare hervor.

Die immunhistochemischen Farbungen mit Map-2 und Mac3 Antikdrpern zeigten
einerseits das durch die Ischamie geschadigte Areal und andererseits das
Einwandern von Gewebsmakrophagen in dieses. Somit konnte sowohl der Erfolg
der Fadenbehandlung der Mause bestatigt als auch der Ablauf der

postischamischen Entztiindungsreaktion sichergestellt werden.

Dieser Entztiindungsreaktion nach einem Schlaganfall wurde in der Vergangenheit
einerseits ein Beitrag an der Gewebsschadigung und andererseits eine
schitzende Wirkung zugeschrieben. (ladecola and Anrather, 2011, Planas and
Traystman, 2011) In einer aktuellen Arbeit werden speziell die Makrophagen als
wichtiger Faktor fur das Intakt-halten der neurovaskularen Einheit beschrieben.
Aulerdem raten die Autoren, dass im Zuge einer Schlaganfalltherapie von einem
Angriff auf diese Zellen abgesehen werden sollte, da dies zu einer
hamorrhagischen Transformation und in weiterer Folge zu einer Verschlechterung

des klinischen Outcomes flhren kann. (Gliem et al., 2012)

Die immunhistochemischen Farbungen mit Anti-PRDX-1 brachten sowohl eine
Bioreaktivitat in der ischamischen als auch in der nicht betroffenen Hemisphare
hervor. Da das Vorhandensein von PRDX-1 im gesunden Maushirn bereits
beschrieben worden ist, konnte ein direkter Zusammenhang der am Tag 1
detektierten Aktivitdit mit dem ischamischen Vorfall ausgeschlossen werden.
(Goemaere and Knoops, 2011, Jin et al., 2005) Dass es zu einem Anstieg von
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PRDX-1 infolge eines Schlaganfalles kommt, zeigten die Farbungen der Hirne von
Tieren, die erst 7 Tage oder spater nach der MCAO getdtet worden sind. Aufgrund
frherer Studien, die gezeigt haben, dass Peroxiredoxine nach dem Gewebstod
von den betroffenen Zellen in den extrazellularen Raum abgegeben werden, kann
ein extrazerebraler Ursprung ausgeschlossen werden. (Chou et al., 2011, Dayon
et al., 2011) Dies wird durch die aufgestellte Hypothese, dass Peroxiredoxine von
nekrotischen Hirnzellen als Gefahrensignal in das extrazellulare Kompartment
abgegeben werden, in einer aktuellen Arbeit untermauert. (Shichita et al., 2012)

Die Quantifizierung der PRDX-1 positiven Zellen brachte auch einen leichten
Anstieg dieser in der gesunden Hemisphare hervor. Ein Grund dafur konnte die
Diffusion kleiner Mengen an PRDX-1 in die kontralaterale Hemisphare oder eine
zellulare Sekretion geschadigter Zellen, verursacht durch eine Raumforderung

der ischamischen Hemisphare, sein.

Die Ergebnisse der durchgefuhrten Doppelmarkierungen zeigten eine Ko-
Lokalisation von PRDX-1 mit Oligodendrozyten im nicht von ischamischer
Schadigung betroffenen Areal. Diese Beobachtung deckt sich mit denen von zwei
anderen Gruppen. (Goemaere and Knoops, 2011, Jin et al., 2005)

Daruber hinaus konnte in dieser Arbeit auch eine Ko-Lokalisation im geschadigten
Bereich nachgewiesen werden. Astrozyten und Neurone zeigten keine Reaktivitat
mit PRDX-1.

Daruber hinaus konnte erganzend zu zuvor erwahnten Publikationen im Zuge
dieser Arbeit eine Ko-Lokalisation von Mac3 positiven Zellen, welche im gesunden
Hirn nicht vorkommen, mit PRDX-1 nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis
bestarkt einerseits die von Shichita aufgestellte Hypothese und lasst andererseits
eine Prazisierung dieser mit dem zellularen Ziel des Gefahrensignals zu. Mit den
Beobachtungen von Neumann et al., dass aktivierte Makrophagen Neuronen
schitzen, indem sie eindringende Granulozyten direkt attackieren (Neumann et
al., 2008), kdonnte die Hypothese finalisiert werden. Dies wirde auch erklaren,
warum es bei PRDX-1 Knockout-Mausen zu einer VergroRerung des
geschadigten Bereiches nach einem ischamischen Infarkt kommt. Diese
konstruierte Hypothese durfte jedoch nur fir PRDX-1 gelten, da in der selben
Studie ein therapeutischer Effekt nach Verabreichung eines Anti- Peroxiredoxin
Cocktails nachgewiesen werden konnte. (Shichita et al., 2012)
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In verschiedenen Studien wurde bereits die therapeutische Wirksamkeit von anti-
inflammatorischen oder immunmodulierenden Behandlungen bewiesen. (Zhang et
al., 1995, Yrjanheikki et al., 1999, Frenkel et al., 2003) Versuche diese Ergebnisse
in die klinische Routine zu Uberfuhren sind jedoch gescheitert. (2001) Als Grinde
hierfir werden von Jander et al. die Heterogenitat der unterschiedlichen
Pathomechanismen und die unterschiedlichen Zeitfenster angefuhrt. (Jander et
al., 2007) AuBerdem gilt zu bedenken, dass eine solche Therapie auch Nachteile
mit sich bringen kann, da das Unterdricken der Entzindungsreaktion auch die
Moglichkeit der Selbstreparatur einschranken kann. (ladecola and Anrather, 2011)
Deshalb gilt es in der Evaluation der therapeutischen Eignung der Blockade des
PRDX-Signalweges noch zu prufen ob der eingesetzte AntikOrper nur das
extrazellulare PRDX bindet oder auch das intrazellulare PRDX erreicht und
dadurch die zelleigene Schutzfunktion auRer Kraft setzt. (Gan et al., 2012) Weiters
sollte eine Charakterisierung des Schutzmechanismus anhand der etablierten

Kriterien fur die vorklinische Schlaganfallforschung erfolgen. (Albers et al., 2011)
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14 Anhang

NIH-Stroke Scale
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www.aneurysmen.at/aneudb/help/de/NIHSS deutsch.pdf
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NIH-Stroke Scale — deutsche Version

Uberpriifen Sie die Items der Schlaganfallskala in der vorgegebenen Reihenfolge. Notieren Sie
das Ergebnis jeder Kategorie unmittelbar nach der Untersuchung der jeweiligen Subskala. Gehen
Sie nicht zurick und éndern Sie kein Ergebnis. Folgen Sie den Anweisungen fur die jeweiligen
Untersuchungen. Die Ergebnisse sollen reflektieren, was der Patient macht, nicht das, was der
Patient nach Meinung des Arztes machen kann. Notieren Sie die Antworten wahrend der
Untersuchung und arbeiten Sie zligig. Der Patient soll nicht angeleitet werden (beispielsweise
keine wiederholte Aufforderung an den Patienten, eine besondere Leistung zu erbringen), es sei
denn, es ist ausdrucklich vorgesehen. Fur ein nicht untersuchtes Item muss eine detaillierte
Erklarung auf den Untersuchungsbogen geschrieben werden. Bei Anwendung in Kklinischen
Studien sollte der medizinische Studienmonitor alle nach-untersuchten Items durchsehen und mit
den Untersucher besprechen.

Patient:

1.a Bewusstseinszustand

Der Untersucher muss eine Antwort wahlen, auch wenn eine vollstandige Untersuchung durch
Hindernisse wie einen endotrachealen Tubus, Sprachbarrieren, orotracheales Trauma oder
Verbande beeintrachtigt ist. Ein Score 3 ist nur dann erreicht, wenn sich der Patient auf
Schmerzreize (auller reflexbedingte Lageanderungen) nicht bewegt.

- Wach, unmittelbar antwortend L]o

< Benommen, aber durch geringe Stimulation zum Befolgen von 11
Aufforderungen, Antworten oder Reaktionen zu bewegen

< Stuporés, bedarf wiederholter Stimulation um aufmerksam zu sein, (]2
oder ist somnolent und bedarf starker oder schmerzhafter Stimuli
zum Erzielen von Bewegungen (keine Stereotypien)

« Koma, antwortet nur mit motorischen oder vegetativen Reflexen []3
oder reagiert gar nicht, ist schlaff und ohne Reflexe

1.b Fragen zum Bewusstseinszustand

Der Patient wird nach dem Monat und dem Alter gefragt. Die Antwort muss korrekt sein — es gibt
keinen Punkt fur fast zutreffende Antworten. Aphasische und stuporose Patienten, die die Fragen
nicht verstehen, erhalten den Score 2. Patienten, die aufgrund einer Intubation, eines
orotrachealen Traumas, einer schweren Dysarthrie jeglicher Genese, Sprachbarriere oder
irgendeines anderen Problems, das unabhangig von der Aphasie besteht, nicht sprechen kdnnen,
erhalten den Score 1. Es ist wichtig, dass nur die zuerst gegebene Antwort bewertet wird und dass
der Untersucher dem Patienten nicht mir verbalen oder non-verbalen Hinweisen ,hilft".

- Beantwortet beide Fragen richtig []o
- Beantwortet eine Frage richtig 11
- Beantwortet keine Frage richtig (12




1c. Aufforderungen zur Ermittlung des Bewusstseinszustandes

Der Patient wird gebeten, die Augen zu 6ffnen und zu schlieflen und danach die nicht-paretische
Hand zu schlielRen und zu &ffnen. Kénnen die Hande nicht benutzt werden, kann ersatzweise eine
andere einschrittige Aufforderung gegeben werden. Eindeutige Versuche, die aufgrund einer
Schwache nicht vollstandig ausgefuhrt werden konnen, werden als erfolgreich bewertet. Falls der
Patient auf die Aufforderungen nicht reagiert, soll die Bewegung vorgemacht (Pantomime) und das
Ergebnis notierte werden (d. h. befolgt keine, ein oder zwei Anweisungen). Patienten mit Trauma,
Amputation oder anderen kdrperlichen Beeintrachtigungen sollen passende einschrittige Aufgaben
erhalten. Nur der erste Versuch wird bewertet.

< FUhrt beide Aufgaben richtig aus []o
< Fihrt eine Aufgabe richtig aus L1
< Fuhrt keine Aufgabe richtig aus (12

2. Blickbewegungen

Es werden nur die horizontalen Augenbewegungen untersucht. Willkrrliche oder reflektorische
(oculocephale) Augenbewegungen werden bewertet, aber es findet keine kalorische Prifung statt.
Wenn der Patient eine konjugierte Blickdeviation zeigt, die durch willkirliche oder reflektorische
Aktivitdt Oberwunden werden kann, betrdgt der Score 1. Patienten mit isolierter peripherer
Augenmuskelparese (lll. IV. oder VI Hirnnerv), erhalten den Score 1. Blickbewegungen kénnen bei
allen aphasischen Patienten untersucht werden. Patienten mit Augenverletzungen, -verband,
bevorstehender Blindheit oder einer anderen Erkrankungen des Visus oder des Gesichtsfeldes,
sollen anhand von reflektorischen Bewegungen und einer vom Untersucher zu treffenden Auswahl
untersucht werden. Das Herstellen eines Blickkontakts und nachfolgende Bewegungen im
Gesichtfeld des Patienten kdnnen gelegentlich helfen eine partielle Blickparese abzuklaren.

« Normal []o

- Partielle Blickparese. Dieser Punktwert wird vergeben, wenn die
Blickrichtung von einem oder beiden Augen abnormal ist, jedoch keine L1
forcierte Blickdeviation oder komplette Blickparese besteht.

< Forcierte Blickdeviation oder komplette Blickparese, die durch Ausflihren []2
des oculocephalen Reflexes nicht Giberwunden werden kann.

3. Gesichtsfeld

Die Gesichtsfelder (obere und untere Quadranten) werden in Gegenuberstellung getestet, wobei
Fingerzahlen oder visuelle Gesten verwendet werden sollten. Patienten sollten zur Durchflihrung
ermuntert werden, wenn sie korrekt auf die sich bewegende Hand blicken, wird dies als normal
bewertet. Bei unilateraler Blindheit oder Z. n. Enuklaetion wird das Gesichtfeld anhand des
verbliebenen Auges bewertet. Der Score 1 wird nur dann vergeben, wenn eine eindeutige
Asymmetrie, Quadrantenanopsie eingeschlossen, vorliegt. Wenn ein Patient aus irgendeinem
Grund blind ist, so wird dies als Score 3 bewertet. Anschliellend wird eine Untersuchung beider
Seiten simultan durchgefuhrt. Wenn eine unilaterale Ausléschung besteht, erhalt der Patient den
Score 1 und das Ergebnis wird bei der Beantwortung von Frage 11 benutzt.

< keine Gesichtsfeldeinschrankung []o
= Partielle Hemianopsie L1
 Komplette Hemianopsie ]2

- Bilaterale Hemianopsie (Blindheit inklusive kortikaler Blindheit) HE




4. Facialisparese

Fordern Sie den Patienten verbal oder durch Pantomime auf, die Zahne zu zeigen, die
Augenbrauen hochzuziehen und die Augen zu schlieRen. Bei wenig reagierenden oder
verstandnisunfahigen Patienten wird die Symmetrie der Gesichtszlige auf schmerzhafte Stimuli
bewertet. Falls Gesichtsverletzungen, -verbande, ein orotrachealer Tubus, Pflaster oder andere
physikalische Hindernisse das Gesicht verdecken, sollen diese soweit mdglich entfernt werden.

< Normale symmetrische Bewegungen []o
- Geringe Parese (abgeflachte Nasolabialfalte, Asymmetrie bei Lacheln) L1
- Partielle Parese (vollstandige oder fast vollstdndige Parese des (]2

unteren Gesichtes

- Vollstandige Parese von einer oder zwei Seiten 13
(Fehlen von Bewegungen vom oberen und unteren Teil des Gesichts)

5. und 6. Motorik von Armen und Beinen

Die Extremitat wird in die passende Lage gebracht: ausgestreckte Arme (Handflachen nach unten)
in 90° Position (sitzender Patient) oder in 45° Position (liegender Patient) und gestreckte Beine in
30° Position (Beine stets am liegenden Patienten untersuchen). Ein Absinken liegt vor: wenn ein
Arm vor Ablauf von 10 Sekunden oder ein Bein vor Ablauf von 5 Sekunden absinkt. Ein
aphasischer Patient wird durch Nachdricklichkeit in der Stimme und Pantomime unterstitzt,
jedoch sollen keine Schmerzstimuli angewendet werden. Die Extremitaten werden nacheinander
getestet, wobei mit dem nicht-paretischen Arm begonnen wird. Nur bei Amputation oder
Gelenkversteifung an Schulter oder Hifte darf der Score ,9“ vergeben werden und der
Untersucher muss dies schriftlich begrinden.

5. Arme
links rechts

« Kein Absinken, die Extremitat wird Giber 10 Sekunden []o []o
In der 90° (oder 45°) Position gehalten

< Absinken, Extremitat wird zunachst bei 90° (oder 45°)
gehalten, sinkt aber vor Ablauf von 10 Sekunden ab; []1 []1
Das Bett (oder eine andere Unterlage) wird nicht beruhrt

< Anheben gegen Schwerkraft moglich; Extremitat kann die 90°
(oder 45°) Position nicht erreichen oder halten, sinkt auf das (]2 (]2
Bett ab, kann aber gegen Schwerkraft angehoben werden

- Kein (aktives) Anheben gegen Schwerkraft, Extremitét fallt (13 (13
- Keine Bewegung []4 (14
= Amputation, Gelenkversteifung []9 []9

— bitte erklaren:




6. Beine

links rechts
- Kein Absinken, Bein bleibt tiber 5 Sekunden in der 30° Position [ ]0 []o
= Absinken, Bein sinkt am Ende der 5-Sekundenperiode, []1 []1

beruhrt das Bett jedoch nicht

- Aktive Bewegungen gegen Schwerkraft, das Bein sinkt
binnen 5 Sekunden auf das Bett ab, kann aber gegen die (12 (12
Schwerkraft gehoben werden

= Kein Anheben gegen die Schwerkraft, Bein fallt sofort 13 13
auf das Bett

- Keine Bewegung [14 [14

- Amputation, Gelenkversteifung (19 (19

— bitte erklaren:

7. Extremitaten Ataxie

Mit diesem Item sollen Hinweise fiir eine unilaterale Kleinhirnlasion gefunden werden. Untersuchen
Sie bei gedffneten Augen. Sollte ein Gesichtsfeldausfall vorliegen, stellen Sie sicher, dass die
Untersuchung im intakten Bereich des Gesichtsfeldes durchgefiihrt wird. Der Finger-Nase-Finger
und der Knie-Hacke-Versuch wird auf beiden Seiten durchgeflihrt; eine Ataxie wird nur dann
festgestellt, wenn sie Uber eine muskulare Schwache hinaus vorhanden ist. Eine Ataxie wir bei
Patienten mit Verstandnisschwierigkeiten oder Plegie als fehlend gewertet. Nur im Falle einer
Amputation oder Gelenkversteifung kann dieses Item als 9 gewertet werden und der Untersucher
muss dies schriftlich begrinden. Bei Vorliegen einer Blindheit lassen Sie den Patienten einen
einfachen Finger-Nase-Versuch durchfihren.

- fehlend []o
= in einer Extremitat vorhanden []1
- in zwei Extremitaten vorhanden []2

Falls vorhanden, besteht die Ataxie in:

Rechtem Arm

- Nein []1
- Ja []2
< Amputation, Gelenkversteifung R

— bitte erklaren:

Linker Arm
- Nein []1
- Ja []2
- Amputation, Gelenkversteifung []9

— bitte erklaren:




Rechtem Bein

= Nein []1
- Ja (]2
= Amputation, Gelenkversteifung (19

— bitte erklaren:

Linkem Bein

= Nein L1
- Ja []2
< Amputation, Gelenkversteifung []9

— bitte erklaren:

8. Sensibilitat

Wahrnehmungen von oder Grimassieren auf Nadelreize oder Abwehrreaktion auf Schmerzreize
beim somnolenten oder aphasischen Patienten. Nur Sensibilitdtsstorungen die auf einen
Schlaganfall zurlickgefihrt werden kénnen, werden als abnorm bewertet; der Untersucher sollte so
viele Kdrperregionen untersuchen (Arme (nicht Hande) Beine, Stamm, Gesicht) wie zur akkuraten
Feststellung halbseitiger Sensibilitatsstérungen erforderlich sind. Einen Punktwert von 2 (,schwer
oder vollstandig“) sollte nur vergeben werden, wenn ein schwerer oder vollstandiger
Sensibilitatsverlust deutlich nachgewiesen werden kann. Stuporése und aphasische Patienten
werden deshalb wahrscheinlich mit einer 1 oder 0 bewertet werden. Ein Patient mir
Hirnstamminsult und beidseitigem Sensibilitatsverlust wir mit einer 2 bewertet. Ein Patient, der
nicht antwortet und tetraplegisch ist, wird mit 2 bewertet. Komatdse Patienten (ltem 1a = 3) werden
bei diesem Item als 2 eingestuft.

< Normal, kein Sensibilitatsverlust []o

< Leichter bis mittelschwerer Sensibilitatsverlust, Patient empfindet
Nadelstiche auf der betroffenen Seite als weniger scharf oder stumpf L1
oder es besteht ein Verlust des Oberflachenschmerzes fiir Nadelstiche,
doch nimmt der Patient die Berlihrung wahr.

< Schwerer bis vollstandiger Sensibilitatsverlust, Patient nimmt die []2
Beruhrung von Gesicht, arm und Bein nicht wahr.

9. Sprache

Die meisten Informationen Uber das Sprachverstandnis werden bereits in den vorhergehenden
Untersuchungsabschnitten gewonnen. Der Patient wird gebeten zu beschreiben, was auf dem
beigefiigten Bild geschieht, die Gegenstande auf dem Erkennungsbogen zu benennen und die
Satzliste vorzulesen. Das Verstandnis wird sowohl anhand der hierbei gegebenen Antworten als
auch durch alle Antworten und Aufforderungen in der bisherigen allgemein-neurologischen
Untersuchung beurteilt. Falls ein Visusverlust die Ausfuhrung der Aufgaben behindert, bitten Sie
den Patienten, Gegenstande, die in seine Hand gelegt werden, zu identifizieren, Gesprochenes
nachzusprechen und eigenstandig Satze zu formulieren. Der intubierte Patient wird gebeten,
schriftlich zu antworten. Komatése Patienten (Item 1a = 3) werden bei diesem ltem als 3
eingestuft. Bei stupordsen oder eingeschrankt kooperativen Patienten muss der Untersucher ein
Punktwert festlegen, jedoch sollte ein Wert von 3 nur vergeben werden, wenn der Patient stumm
ist und keine Aufforderungen befolgt.



« Keine Aphasie; normal 1o

« Leichte bis mittelschwere Aphasie, deutliche Einschrankung der
Wortflussigkeit oder des Sprachverstandnisses, keine relevante
Einschrankung von Umfang oder Art des Ausdruckes. Die Einschrankung
des Sprachvermoégens und/oder des Sprachverstandnisses macht die []1
Unterhaltung Uber die vorgelegten Untersuchungsmaterialien jedoch
schwierig bis unmdglich. Beispielsweise kann der Untersucher in einer
Unterhaltung Uber die vorgelegten Materialien anhand der Antwort des
Patienten ein Bild oder eine Wortkarte zuordnen.

- Schwere Aphasie, die gesamte Kommunikation findet Gber fragmentierte
Ausdrucksformen statt: Der Zuhorer muss das Gesagte in grolem Umfang
interpretieren, nachfragen oder erraten. Der Umfang an Informationen, []2
der ausgetauscht werden kann, ist begrenzt; der Zuhorer tragt im
wesentlichen die Kommunikation. Der Untersucher kann die vorgelegten
Materialien anhand der Antworten des Patienten nicht zuordnen

- Stumm, globale Aphasie, keine verwertbare Sprachproduktion oder []3
kein Sprachverstandnis

10. Dysarthrie

Auch wenn der Eindruck eines Normalbefundes besteht sollte der Patient aufgefordert werden aus
der beigefugten Liste Worter vorzulesen oder zu wiederholen, um eine adaquate Sprachprobe zu
erhalten. Im Falle einer schweren Apahsie kann die Artikulation von Spontansprache bewertet
werden. Nur im Falle einer Intubation oder anderer mechanischer Behinderungen der
Sprachproduktion sollte dieses Item als 9 bewertet werden und der Untersucher muss dies
schriftlich begriinden. Dem Patient soll nicht mitgeteilt werden, warum er/sie getestet wird.

« Normal []o

< Leicht bis mittelschwer; der Patient spricht zumindest einige Worter
verwaschen und kann schlimmstenfalls nur mit Schwierigkeiten []1
verstanden werden

< Schwer; die verwaschene Sprache des Patienten ist unverstandlich
und beruht nicht auf einer Aphasie oder Ubersteigt das auf eine Aphasie (12
zurlckzufiihrende Mal} oder Patient ist stumm / anarthrisch

< Intubation oder andere mechanische Behinderungen []9

— bitter erklaren:




11. Ausléschung und Nichtbeachtung (friiher: Neglect)

Ausreichende Informationen um einen Neglect erkennen zu kdnnen sollten bereits wahrend der
vorangehenden Untersuchungen erhalten worden sein. Sollte der Patient einen schweren
Visusverlust haben, der eine gleichzeitige visuelle Reizung beider Seiten unmdglich macht und die
Reizung der Haut normal sein, so ist der Punktwert normal. Sollte der Patient eine Aphasie haben,
aber beide Seiten zu beachten scheinen, so ist der Punktwert normal. Das Vorliegen eines
raumlich-visuellen Neglects oder einer Anosognosie sollte ebenfalls als Hinweis auf eine
Abnormalitdt gewertet werden. Da eine Abnormalitat nur bei Vorhandensein gewertet wird, kann
dieser Punkt immer untersucht werden.

- Keine Abnormalitat []o

- Visuelle, taktile, auditive, raumliche oder perso__nenbezogene
Unaufmerksamkeit oder Ausldschung bei der Uberprifung von L1
gleichzeitiger bilateraler Stimulation in einer der sensiblen Qualitaten

= Schwere halbseitige Unaufmerksamkeit oder halbseitige Unaufmerksamkeit
in mehr als einer Qualitat. Kein Erkennen der eigenen Hand oder (12
Orientierung nur zu einer Seite des Raums.

Gesamtpunktwert
Bitte addieren Sie alle Punktwerte.
Gesamtpunktwert

(Bitte beachten:

Fragen 5a und 5b: Eine Bewertung mit 9 = ,Amputation® bitte als 0 zahlen.

Frage10: Eine Bewertung mit 9 = ,Intubation oder andere mechanische Behinderungen*
bitte als 0 zahlen).



NIHSS - deutsche Satzliste

- WISSEN SIE SCHON
- AUF DIE ERDE

- ICH GING VON DER ARBEIT NACH
HAUSE

 AM TISCH IM ESSZIMMER

e SIE HORTEN IHN GESTERN
ABEND IM RADIO SPRECHEN



NIHSS - deutsche Wortliste
- STUHL

- KREIS

- DREIECK

- TROPFEN

- FUNFZEHN

- SIEBENHUNDERT-
EINUNDZWANZIG



obigaj w3y Aq







