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1 Einleitung

1.1 Der Schlaganfall
1.1.1 Definition

Der ischdmische Schlaganfall (aus dem Griechischen ischein = hemmen und haima = Blut)
ist definiert als akute fokale neurologische Dysfunktion, die durch ischdmischen Zelltod
in Gehirn, Riickenmark oder Retina verursacht ist. Die Diagnose stiitzt sich einerseits auf
Befunde der Pathologie, Befunde der Bildgebung oder andere objektive Anhaltspunkte fiir eine
entsprechende fokale ischdmische Schidigung in einem definierten Gefdareal, andererseits
basiert sie auf durch die ischdmische Schiadigung hervorgerufenen klinischen Symptomen.
Gleichzeitig miissen andere Ursachen dieser klinischen Auffilligkeiten ausgeschlossen sein
(Sacco et al., 2013).

Neben dem ischdmischen gibt es den selteneren himorrhagischen Schlaganfall (aus dem
Griechischen haimorragia = Blutfluss, Blutsturz), dem eine Ruptur kleiner Blutgefif3e mit
daraus resultierender Hirnblutung zu Grunde liegt (Busch and Kuhnert, 2017).

Die beiden Formen des Schlaganfalls sind klinisch nicht voneinander zu unterscheiden. Beide
duBern sich in durch die zerebrale Minderversorgung ausgeldsten und plotzlich auftretenden
neurologischen Ausfillen, wie zum Beispiel der Lihmung einer Extremitét oder einer Kor-
perhilfte, einer Gesichtslihmung oder einer Sprachstorung. Neben motorischen Ausfiéllen
konnen auch Storungen der Sensibilitit oder des Gleichgewichts, sowie Kopfschmerzen oder
Bewusstseinseinschriankungen auftreten (Busch and Kuhnert, 2017). Diese neurologische
Symptomatik kann nur wenige Minuten oder Stunden anhalten oder lebenslang persistieren
(Hennerici et al., 2017).

Klinisch wie ein Schlaganfall duBert sich auch eine sogenannte Transiente Ischimische
Attacke (TIA). Hier kommt es ebenfalls zur Ischdmie mit entsprechender fokalneurologischer
Symptomatik, diese ist jedoch voriibergehend und es kommt nicht zu einem Infarkt mit
Korrelat in Bildgebung oder Pathologie (Easton et al., 2009).

1.1.2 Epidemiologie

Der Schlaganfall ist ein gesundheitspolitisch duflerst relevantes Thema. Die Lebenszeitpriva-
lenz von 2,5% und die Sterberate von bis zu einem Drittel innerhalb des ersten Jahres machen
ihn in Deutschland wie auch weltweit zur zweithdufigsten Todesursache nach der koronaren
Herzkrankheit (KHK), hinzu kommt eine massive finanzielle Belastung (Kolominsky-Rabas
et al., 2006, 1998; Palm et al., 2010; Plass et al., 2014; Robert-Koch-Institut (Hrsg.), 2015;
Schmid, 2015; Wang et al., 2016).

Uber die letzten 20 Jahre hat die Priivalenz des Schlaganfalls deutlich zugenommen. Weltweit

sind etwa 17 Millionen Menschen jihrlich von einem Schlaganfall betroffen, 5,9 Millionen



versterben im Zusammenhang mit einem Schlaganfall und 33 Millionen leben mit dessen
Folgen (Feigin et al., 2014).

Etwa 80-85% der Schlaganfille sind ischamische Hirninfarkte, deren Mortalitét geringer ist
als die der himorrhagischen (Busch and Kuhnert, 2017; Kolominsky-Rabas et al., 1998; Palm
et al., 2010; Robert-Koch-Institut (Hrsg.), 2015). Laut Lozano et al. (2012) sind trotz der
unterschiedlichen Fallzahlen der ischdmische und der himorrhagische Schlaganfall verant-
wortlich fiir je etwa die Hélfte der weltweiten Todesfille durch Schlaganfille (etwa 10% der
Gesamttodesfille).

In Deutschland erleiden jedes Jahr knapp 200 000 Menschen einen ersten Schlaganfall
und bei etwa 65 000 Patienten wird die Diagnose zum wiederholten Mal gestellt, so dass
der Schlaganfall zu den zehn hédufigsten Diagnosen in Krankenhédusern zdhlt (Heuschmann
et al., 2010; Statistisches Bundesamt (Destatis), 2016). Knapp 16 000 Patienten starben in
Deutschland im Jahr 2015 an einem Schlaganfall oder dessen Folgen (Statistisches Bundesamt
(Destatis), 2015).

Der Schlaganfall ist zudem eine der haufigsten Ursachen fiir Behinderung im Erwachsenen-
alter (Murray et al., 2012; O’Donnell et al., 2016; Plass et al., 2014; Robert-Koch-Institut
(Hrsg.), 2015). Rechnet man weltweit mit dhnlichen Raten fiir Sterblichkeit und Behinderung,
so miissen jedes Jahr etwa 3,4 Millionen Patienten mindestens 15 Jahre mit den Folgen eines
zerebralen Infarkts leben (Feigin et al., 2014).

Obwohl die alterskorrigierte Inzidenz, die Priavalenz, sowie die Sterblichkeit und die durch
Schlaganfille verursachte Behinderung in den letzten etwa 30 Jahre abnahmen, steigen die
absoluten Fallzahlen weiter an. Diese Zunahme ist durch die Kombination aus Bevolke-
rungsalterung und -wachstum, sowie der mit dem Alter deutlich zunehmenden Préivalenz des
Schlaganfalls zu erkldren (Busch et al., 2013; Feigin et al., 2015; Wang et al., 2016).

1.1.3 Atiologie

Im Falle eines ischdmischen Hirninfarkts liegt in einem der hirnversorgenden Blutgefil3e
eine Verengung oder ein Verschluss vor, in Folge dessen das dazugehorige Hirngewebe nicht
mehr ausreichend mit Sauerstoff versorgt wird und abstirbt. Zu den héufigsten Ursachen
des ischamischen Schlaganfalls zidhlen neben kardialen Embolien arteriosklerotische Verin-
derungen der groBen und kleinen Hirngefifle (Kolominsky-Rabas et al., 2001; Palm et al.,
2012).

Kardiale Embolien werden verursacht durch Bildung eines Blutgerinnsels im Herzen beispiels-
weise bei Herzrhythmusstorungen wie Vorhofflimmern oder dem Vorliegen von Herzwand-
Aneurysmen. Von diesen Thromben konnen sich Bruchstiicke 16sen, die dann iiber die Aorta
und die Carotiden direkt in die zerebrale Strombahn gelangen, wo sie zu akuten Gefidl3ver-
schliissen fithren konnen (Kolominsky-Rabas et al., 2001; Palm et al., 2012).

Die Arteriosklerose ist ein langfristiger Prozess, der schon bei jungen Menschen beginnt und

zur Einlagerung von Fetten in die Wand der Arterien, deren bindegewebigen Umbau und



schlieBlich zur Bildung sogenannter Plaques fiihrt (Libby et al., 2019). In der Folge kann
es - entweder durch die Plaque selbst oder aber durch einen aufgelagerten Thrombus nach
Ruptur der Plaque - zu einer Gefédllstenose am Ort der Plaquebildung und einer entsprechen-
den Minderversorgung der nachgeschalteten GefidBgebiete kommen. Lost sich ein Teil des
aufgelagerten Thrombus ab, kann dies auerdem eine sogenannte arterio-arterielle Embolie
weiter peripher verursachen. Auch in den kleinsten Gefif3en kann die dann Arteriolosklerose
genannte Verianderung durch Engstellen Ischimien bedingen.

Ursachen fiir die GefidBveridnderungen sind unter anderem léngerfristig bestehende Vorer-
krankungen wie Bluthochdruck, Diabetes mellitus und Fettstoffwechselstorungen wie die
Hypercholesterindmie, sowie die oft damit einhergehende Adipositas (Libby et al., 2019;
Pantoni, 2010). Daher zéhlen diese ,,Volkskrankheiten zu den typischen kardiovaskulédren
Risikofaktoren, ebenso beispielsweise der Konsum von Nikotin oder Alkohol. Diese Risiko-
faktoren sind verdnderbar und konnen durch entsprechende Privention positiv beeinflusst
werden (Hankey, 2017; O’Donnell et al., 2016). Zu den nicht beeinflussbaren Risikofaktoren
dagegen zihlt neben zunehmendem Alter auch eine positive Familienanamnese fiir kardio-
oder zerebrovaskulédre Ereignisse (Pantoni, 2010).

In dieser Arbeit wurde zur Bestimmung der Atiologie die TOAST-Klassifikation genutzt, die
in der Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment-Studie eingefiihrt wurde, um Outcome und
Prognose der jeweiligen Schlaganfall-Subtypen bestimmen zu konnen (Adams et al., 1993).
Makroangiopathische, also durch arteriosklerotische Stenosen der hirnversorgenden Gefille
verursachte Schlaganfille wurden so der Klasse 1 zugeordnet, kardiale Embolien der Klasse 2
und mikroangiopathische Schlaganfille der Klasse 3. Fiir die Diagnose der Mikroangiopathie
miissen andere Emboliequellen (kardial und in den vorgeschalteten Gefidllen) ausgeschlossen
sein, zum anderen miissen die Ergebnisse der bildgebenden Verfahren zu einer lakuniren
Ischdmie passen. Andere definierte Ursachen wie Gefédfdissektionen oder Vaskulitiden werden
der Klasse 4 zugerechnet. Schlaganfille mit nicht bestimmbarer Atiologie fallen in Klasse 5
(siehe auch 2.2.4).

Im Gegensatz zum ischidmischen ist der hdamorrhagische Schlaganfall durch eine fokale
Blutung im Hirnparenchym (mit oder ohne Blutung in das Ventrikelsystem) als sogenannte
Intrazerebrale Blutung (ICB) oder durch eine Subarachnoidalblutung (SAB) im Raum unter-
halb der diinnsten Hirnhaut, der Arachnoidea mater (aus dem Griechischen arichné€ = Spinne
und -eidés = gestaltet, dhnlich) gekennzeichnet (Sacco et al., 2013).

Der Hauptausloser der spontanen, also nicht durch ein Trauma ausgelosten ICB, die etwa
10-15% aller Schlaganfille ausmacht, ist die zerebrale Mikroangiopathie bei arterieller
Hypertonie (Busch and Kuhnert, 2017; Hennerici et al., 2017). Gerade éltere Patienten
leiden zusitzlich haufig an einer zerebralen Amyloidangiopathie, bei der die Architektur
der GefidBBwinde gestort ist, sodass diese leichter rupturieren. Auch GefidBBmissbildungen

oder Aneurysmen sind hédufige Ursachen der ICB (Hennerici et al., 2017). Viele Patienten



nehmen dariiber hinaus Antikoagulanzien oder Thrombozytenaggregationshemmer ein, die
das Blutungsrisiko weiter steigern (Pantoni, 2010).

Auch bei der SAB muss zwischen einer traumatischen und einer spontanen Blutung unter-
schieden werden, wobei nur letztere als himorrhagischer Schlaganfall gewertet wird und
etwa 5% aller Schlaganfille ausmacht (Hennerici et al., 2017). Die spontane SAB wird in der
Mehrzahl der Fille durch die Ruptur eines Aneurysmas verursacht. Die nicht aneurysmatische
Blutung (beispielsweise bei arteriovendser Malformation oder Dissektion) ist dagegen seltener
(Rinkel et al., 1993; Sacco et al., 2013). Eine der wichtigsten Komplikationen der SAB ist ein
folgender durch zerebrale Vasospasmen ausgeldster ischdmischer Schlaganfall (Hennerici
et al., 2017).

1.1.4 Diagnostik

Wie im ersten Absatz bereits erwihnt, gehdren zu den typischen Symptomen des Schlaganfalls
neben der plotzlichen Halbseitenlihmung auch Storungen der Sensibilitét, der Sprache, des
Sehens, sowie des Gleichgewichts und des Bewusstseins. Zur raschen priahospitalen Diagnose
eines Schlaganfalls wurde daher an Hand einiger hdufiger Symptome friih der sogenannte
Face-Arm-Speech-Test (FAST) eingefiihrt (Harbison et al., 2003; Kothari et al., 1997). Dieses
Diagnoseinstrument hat den Anspruch schnell und auf laiengerechte Weise potentiell be-
drohliche Situationen zu identifizieren, die umgehend medizinischer Unterstiitzung bediirfen.
Wie der Name schon andeutet, werden hier die drei Punkte Lahmung einer Gesichtshilfte,
Lihmung eines Arms und Sprachstérung abgefragt. Diese hatten in vorhergehenden Studien
gute priadiktive Werte fiir die Diagnose des Schlaganfalls gezeigt, so dass die Entscheidung
iiber eine Aufnahme in die Klinik erleichtert wird (Kidwell et al., 2000; Kothari et al., 1999).
Zur schnellen Einleitung einer Therapie muss die weitere Diagnostik in der Zielklinik ziigig
und effizient erfolgen, da rein klinisch die Unterscheidung zwischen einem ischidmischen
Schlaganfall und einer zerebralen Blutung nicht moglich ist, die beiden Ursachen aber vollig
unterschiedliche Therapieschemata verlangen. Neben der gezielten Anamnese und der neu-
rologischen Untersuchung, die durch die Erhebung verschiedener Scores (Schlaganfallskala
der National Institutes of Health (NIHSS), modifizierte Rankin-Skala (mRS), Barthel-Index)
unterstiitzt werden kann, spielt die zerebrale Bildgebung daher die entscheidende Rolle (Po-
wers et al., 2018). Die Einleitung der Therapie darf hierdurch jedoch nicht verzogert werden
(Hennerici et al., 2017; Powers et al., 2018).

Als initiale Modalitéit der Bildgebung stehen sowohl die Computertomographie (CT) idea-
lerweise mit Perfusions-Darstellung zur Erhohung der Diagnosesicherheit (Hopyan et al.,
2010; Zhu et al., 2013), als auch die Magnetresonanztomographie mit DWI-Sequenz zur
sensitiven Detektion der Ischdmie zur Verfiigung (Fiebach et al., 2002; Jauch et al., 2013).
Die Bildgebung dient vor allem dem Ausschluss einer zerebralen Blutung, kann aber auch die
Erkennung von Infarktfrithzeichen, sowie der Lokalisation des Infarktkerns beziehungsweise

ischdamischer Risikozonen (Penumbra) ermoglichen. Ersteres ist absolut notwendig fiir die



Indikationsstellung zur intravendsen Thrombolysetherapie mit rekombinantem Gewebsplas-
minogenaktivator (rt-PA). Die direkte Darstellung der Ischdmie schliet dagegen andere
Ursachen der neurologischen Symptomatik, sogenannte stroke mimics, aus (Hennerici et al.,
2017; Powers et al., 2018).

Der grofite Vorteil der Magnetresonanztomographie (MRT) mit verschiedenen Sequenzen
ist der sensitive Nachweis auch kleiner oder infratentoriell gelegener Infarkte, die in der
CT oft nicht sicher zu beurteilen sind. Zudem werden in der CT Friihzeichen eines Infarkts
frithestens zwei Stunden nach Ereignis sichtbar (Hennerici et al., 2017). Auch die fehlende
Strahlenbelastung ist ein Vorteil der MRT. Nachteile sind die geringere Verfiigbarkeit, die
hoheren Kosten, sowie die lingere Aufnahmedauer. Zudem stellen metallische Implantate wie
beispielsweise Herzschrittmacher oder Klaustrophobie beim Patienten Kontraindikationen
dar (Jauch et al., 2013). Zur Indikationsstellung zur systemischen Thrombolysetherapie im
Zeitfenster von 4,5 Stunden zeigten sich beide Modalitéten aber gleichwertig (Hennerici et al.,
2017).

Idealerweise sollte zusétzlich zur nativen Bildgebung eine CT- oder MR-Angiographie durch-
gefiihrt werden, wenn dadurch die Einleitung der Therapie nicht verzogert wird. Zeigt sich in
der Darstellung der intra- und extrakraniellen Gefdle ein proximaler oder in der Basilaris-
Strombahn gelegener Verschluss, kann eine endovaskulidre Thrombektomie erwogen werden
(Hennerici et al., 2017; Powers et al., 2018).

Fiir die beiden therapeutischen Optionen gibt es ein Zeitfenster (sieche Abschnitt 1.1.6), in
dem ihr Nutzen gezeigt wurde. Liegt der Symptombeginn bereits ldnger zuriick, konnen
mittels Perfusionsbildgebung Aussagen iiber das ungefihre Alter der Lasion, die Perfusion
der umgebenden Hirnanteile und die Gefél3situation getroffen werden, so dass eine Therapie
im erweiterten Zeitfenster in Betracht gezogen werden kann (Hennerici et al., 2017; Powers
et al., 2018).

Ergidnzend zu klinischer Untersuchung und Bildgebung gehort eine Blutentnahme zur Routine-
diagnostik. Neben der Uberpriifung der Gerinnung im Hinblick auf eine eventuelle Fibrinolyse-
Therapie werden meist zusétzlich Laborparameter wie Blutbild, Elektrolyte, Nieren- und
Leberwerte bestimmt (Hennerici et al., 2017). Nach den aktuellen Leitlinien der American
Heart Association / American Stroke Association ist lediglich die Blutglucose zum Aus-
schluss einer Hypo- oder Hyperglykidmie im Sinne eines stroke mimics unverzichtbar vor
Anwendung von rt-PA, wihrend die Gerinnungsparameter nur bei konkretem Verdacht auf
eine Gerinnungsstorung oder eine niedrige Thrombozytenzahl notwendig sind (Powers et al.,
2018). Die Einnahme von Antikoagulanzien sollte trotzdem soweit moglich anamnestisch
eruiert werden, da nicht fiir alle Medikamente ein schneller und verladsslicher Bluttest exis-
tiert, die kiirzliche Einnahme einiger dieser Medikamente aber eine Kontraindikation fiir die

Thrombolysetherapie darstellt (Hennerici et al., 2017; Powers et al., 2018).



1.1.5 Biomarker

Keiner der genannten Blutwerte trigt jedoch zur Diagnosefindung bei. Bisher gibt es keinen
etablierten Laborparameter, der bei Verdacht auf einen ischdmischen Schlaganfall als Bio-
marker zielfiihrend genutzt werden kann. Biomarker sind - im Gegensatz zu Symptomen, die
vom Patienten subjektiv beschrieben werden - objektiv und reproduzierbar mit geringer Inva-
sivitdt messbare Parameter, die Aussagen iiber physiologische oder pathologische Prozesse
im Korper zulassen (Strimbu and Tavel, 2010).

Biomarker konnten verschiedene klinische Prozesse bei Schlaganfallpatienten unterstiitzen.
Die Nutzung eines oder mehrerer diagnostischer Biomarker konnte die frithe Diagnose eines
Schlaganfalls erm6glichen und den ischdmischen mit hoher Sensitivitdt und Spezifitit von
himorrhagischem Schlaganfall und stroke mimics unterscheiden, um so rasche Therapieent-
scheidungen zu gestatten (Bonaventura et al., 2016; Misra et al., 2017). Hierfiir miisste ein
solcher Parameter spezifisch fiir das zentrale Nervensystem (ZNS) sein und die Blut-Hirn-
Schranke (BHS) iiberwinden kénnen, um im peripheren Blut nachweisbar zu sein. Weitere
Biomarker konnten die Differenzierung der verschiedenen Schlaganfall-Subtypen nach Atio-
logie oder die Vorhersage der Wahrscheinlichkeit von Komplikationen erlauben. Zudem
konnten prognostische Biomarker genutzt werden, um den weiteren Verlauf einschitzen zu
konnen (Bonaventura et al., 2016).

Die Vorteile der venosen Blutentnahme mit folgender Analyse im Labor oder besser als Point-
of-care-Testing (POCT) direkt in der Notaufnahme sind gegeniiber der zerebralen Bildgebung
die schnellere und einfachere Durchfiihrbarkeit, die hohere Verfiigbarkeit und die geringeren
Kosten. Vor allem in kleineren Krankenhéusern, in abgelegenen Regionen und Entwicklungs-
oder Schwellenlidndern stellt die Verfiigbarkeit auch auf Grund der Kosten das grofite Problem
dar (Misra et al., 2017).

Zudem bedeutet wie unter 1.1.4 beschrieben eine CT eine Strahlenbelastung (Misra et al.,
2017), ist nicht immer sofort aussagekriftig (Hennerici et al., 2017) und hat nativ nur eine
mittelmiBige Sensitivitdt (Hopyan et al., 2010). Zwar ist die MRT oft genauer, die Untersu-
chung dauert jedoch lidnger und es gibt mehr Kontraindikationen (Jauch et al., 2013). Ein
Biomarker, der mittels vendser Blutentnahme gewonnen werden und einen ischdmischen
Schlaganfall rasch diagnostizieren und von der Hirnblutung abgrenzen konnte, wére also eine
wiinschenswerte Alternative zur Bildgebung.

Aus diesem Grund wurden bereits unter anderem Parameter der systemischen Entziindungsre-
aktion wie C-reaktives Protein (CRP) oder Interleukin-6 als potentielle Kandidaten untersucht.
Sie zeigten zwar in einzelnen Studien eine gute Differenzierung zwischen ischdmischen und
hiamorrhagischen Schlaganfillen, sowie eine Korrelation mit der Schwere der Symptomatik
und die Féhigkeit, ein schlechtes Outcome zu prognostizieren, insgesamt sind die Ergebnisse

jedoch widerspriichlich und nicht ausreichend in groen Studien belegt. Zudem sind diese



Parameter sehr unspezifisch (Bonaventura et al., 2016; Hasan et al., 2012; Li and Wang, 2016;
Misra et al., 2017).

Auch Proteine wie das Calcium-bindende Protein S100B und die neuronenspezifische Enolase,
die neuronale Zellschdaden oder eine Stérung der Blut-Hirn-Schranke anzeigen, wurden
hinsichtlich einer Nutzung als Biomarker iiberpriift (Bonaventura et al., 2016; Gonzalez-
Garcia et al., 2012; Jickling and Sharp, 2011; Misra et al., 2017). Keiner der beiden Kandidaten
zeigte jedoch eine ausreichende Sensitivitit und Spezifitit. Zudem zeigte sich S100B erst
etwa 8 Stunden nach dem Infarkt erhoht und kann daher nicht zur akuten Diagnosestellung
verwendet werden.

Da ein groBer Teil der Schlaganfille durch thrombotische Ereignisse verursacht wird, wur-
den auBerdem verschiedene Gerinnungsparameter iiberpriift. In einzelnen Studien konnten
beispielsweise D-Dimere, Spaltprodukte des Fibrins, die Atiologie des Schlaganfalls anzei-
gen und waren mit der Prognose assoziiert, ein Anstieg der D-Dimere ist jedoch ebenfalls
vollig unspezifisch (Bonaventura et al., 2016; Donkel et al., 2019). Die Messung einzelner
Gerinnungsfaktoren oder des Gewebsplasminogenaktivators im Blut konnten das klinische
Outcome ebenfalls nicht verlésslich vorhersagen (Donkel et al., 2019).

Neben der klinischen Untersuchung und der zerebralen Bildgebung steht also kein einzelnes
Diagnostikum zur Verfiigung, das den ischdmischen Schlaganfall eindeutig nachweisen und

dessen Schweregrad abbilden konnte.

1.1.6 Therapie

Ist die Diagnose eines ischdmischen Schlaganfalls gestellt, muss rasch die Therapie eingeleitet
werden. Generell gilt hier, dass Patienten mit ischdmischem Schlaganfall auf spezialisierten
Stroke Units versorgt werden sollten (Hennerici et al., 2017; Powers et al., 2018).

Die Standard-Therapie fiir den ischdmischen Schlaganfall ist die fibrinolytische Therapie mit
Alteplase (rt-PA), einem rekombinant hergestellten Analogon des Gewebsplasminogenaktiva-
tors (t-PA). Diese endogene Protease wird von Endothelzellen sezerniert und zum Teil auch

wieder gebunden und setzt Plasminogen zu seiner aktiven Form Plasmin um. Dieses wiederum

t-PA / rt-PA

|

Plasminogen | —— | Plasmin

|

Fibrinnetz| — | Fibrin-Abbauprodukte

Abbildung 1 Aktivierung der Fibrinolyse durch Gewebsplasminogenaktivator (t-PA)



ist der Hauptakteur der Fibrinolyse, die zur Auflosung von Fibrinnetzen im GefidB3system
fithrt (Abb. 1, Urano et al., 2018).

Nach der ersten Isolierung und Charakterisierung des t-PA als Akteur in der physiologischen
Fibrinolyse (Astrup and Permin, 1947; Rijken et al., 1980, 1979) zeigte sich bald, dass in der
klinischen Anwendung bei Patienten mit ischdamischem Schlaganfall trotz einer erhdhten Rate
an Hirnblutungen nach der Therapie mit rt-PA das Langzeit-Outcome verbessert war. In der
Folge wurde rt-PA 1996 zuerst in den USA (The National Institute of Neurological Disorders
and Stroke rt-PA Stroke Study Group, 1995; Wardlaw et al., 2012) und nach weiteren Studien
2002 in Europa als Therapieoption fiir den ischdmischen Schlaganfall zugelassen (Hacke
et al., 1995, 1998). Weitere Studien konnten im Verlauf den Vorteil einer frithen Therapie
mit rt-PA trotz des Risikos fiir Hirnblutungen und der méglichen Verstirkung der Folgen der
Ischdmie durch Stérung der BHS belegen (Emberson et al., 2014; Li et al., 2019; Reijerkerk
et al., 2013; Wardlaw et al., 2012).

Auf Grund des nach rt-PA-Gabe erhdhten Blutungsrisikos durch Absinken des Fibrinogen-
spiegels (Matosevic et al., 2013) sind die akute intra- oder extrakranielle Blutung, sowie die
Einnahme von Blutgerinnungshemmern wie Phenprocoumon mit einem INR-Wert von >1,7
in den aktuellen Leitlinien absolute Kontratindikationen fiir die systemische Lysetherapie.
Liegen relative Kontraindikationen vor, die eine Thrombolysetherapie nicht kategorisch aus-
schlieBen, aber eine konsequente Abwigung von Risiko und Nutzen erforderlich machen,
kann eine off-label-Anwendung in Erwigung gezogen werden (Powers et al., 2018; Ringleb
et al., 2015). Zu den relativen Kontraindikationen gehdren unter anderem ein sehr geringes
oder aber schwerstes Defizit, ein Schlaganfall in den drei Monaten vor Ereignis, sowie die
Einnahme der in Kombination mit rt-PA schwer einzuschédtzenden neuen oralen Antikoagu-
lanzien (Powers et al., 2018). Ein Alter iiber 80 Jahre gilt in den neuen Leitlinien nicht mehr
als Kontraindikation (Emberson et al., 2014; Powers et al., 2018, 2019; Wardlaw et al., 2012).
Liegen keine Kontraindikationen vor, ist die Thrombolysetherapie innerhalb der ersten 4,5
Stunden nach Beginn der Symptomatik die Therapie der Wahl (Emberson et al., 2014;
Ringleb et al., 2015; Thomalla et al., 2020). Dieses Zeitintervall kann im Rahmen eines
sogenannten individuellen Heilversuchs bei entsprechenden Befunden in der Bildgebung
(Mismatch zwischen abgestorbenem Infarktkern und rettbarer Penumbra) auch auf bis zu 9
Stunden nach Symptombeginn beziehungsweise bis 4,5 Stunden nach Erkennen der Symptome
(beispielsweise im Falle eines wake-up-strokes) ausgedehnt werden (Ma et al., 2019; Powers
et al., 2019; Thomalla et al., 2020).

Neben der medikamentdsen Thrombolyse stehen an spezialisierten Zentren endovaskulire
Verfahren wie die intraarterielle Fibrinolyse oder die mechanische Rekanalisation durch
Thrombektomie mittels Stent-Retriever zur Verfiigung. Letztere ist indiziert, wenn ein proxi-
maler Verschluss im vorderen Kreislauf vorliegt und dadurch der Patient schwer betroffen
ist (Jauch et al., 2013; Ringleb et al., 2015). Fiir die Indikationsstellung wird zusétzlich zur

nativen Bildgebung eine GefdBdarstellung benotigt, meist wird eine nicht-invasive Darstellung



wie CT- oder MR-Angiographie bevorzugt (Ringleb et al., 2015). Das Zeitfenster fiir die
endovaskulidre Therapie betrdgt im Allgemeinen 6 Stunden nach Auftreten der Symptome,
kann jedoch ebenfalls bei Vorliegen eines Mismatches in der Perfusionsbildgebung bis auf 24
Stunden verldngert werden (Nogueira et al., 2018; Powers et al., 2018; Ringleb et al., 2015;
Thomalla et al., 2020).

Auch hier gilt wie bei der intravendsen Therapie mit rt-PA, dass die Zeit bis zum Beginn
der Intervention moglichst niedrig (idealerweise unter 90 Minuten) gehalten werden sollte
(Ringleb et al., 2015). Liegen keine Kontraindikationen gegen rt-PA vor, wird im Allgemeinen
zusdtzlich eine intravendse Thrombolysetherapie eingeleitet; dies ist insbesondere dann
empfohlen, wenn die Indikation in einem Krankenhaus ohne Moglichkeit zur endovaskulidren
Therapie gestellt wird, so dass der Patient in ein anderes Haus verlegt werden muss (Powers
et al., 2018; Ringleb et al., 2015). Nach Goyal et al. (2016) verbessert die endovaskulére
Therapie unabhingig von Alter, NIHSS oder vorangegangener Thrombolyse mit rt-PA das
Outcome, erhoht gleichzeitig aber nicht das Risiko fiir Blutungen oder die Mortalitiit.

Um die Einschrinkung im Alltag moglichst zu minimieren, sollten nach der Akutbehandlung
zeitig erste Rehabilitationsmallnahmen eingeleitet werden (Powers et al., 2019). Laut Knecht
etal. (2011) erhilt in Deutschland jeder vierte Schlaganfallpatient entweder eine neurologische
Friithrehabilitation oder stationdre Rehabilitationsmanahmen.

Doch nicht nur die Weiterentwicklung der Diagnostik und Therapie des ischdmischen Schlag-
anfalls, auch die effektive Prophylaxe im Sinne der Privention oder Therapie kardiovaskuldrer
Risikofaktoren sollte in Zukunft bedacht werden (O’Donnell et al., 2016).

Bisher stehen hauptsichlich sekundérprophylaktische MaBnahmen zur Verfiigung. Hier
kommt im Allgemeinen eine Kombination aus dem Thrombozytenaggregationshemmer
Acetylsalicylsdure (ASS) und einem Lipidsenker aus der Klasse der Statine zum Einsatz.
Liegt eine Indikation zur Antikoagulation vor (zum Beispiel bei Vorhofflimmern), so wird
statt ASS ein Antikoagulans verordnet (Powers et al., 2019). Weiter wird empfohlen, eventuell
vorliegende kardiovaskuldre Risikofaktoren wie arterielle Hypertonie oder Hyperlipiddmie
moglichst effektiv zu behandeln (Powers et al., 2019).

1.2 microRNA
1.2.1 Definition

microRNAs (miRNAs) sind etwa 22 Nukleotide lange, endogene, nicht kodierende RNA-
Molekiile, die die Expression einer Vielzahl von Genen steuern und in fast allen Lebewe-
sen vorkommen. Diese Genregulation erfolgt iiber komplementire Bindung an die Ziel-
messengerRNA (mRNA) entweder direkt durch den Abbau der Ziel-mRNA oder durch
Translationshemmung. miRNAs spielen eine lange unterschitzte Rolle in fast allen zellulidren
Prozessen (Bartel, 2018).
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Die erste miRNA wurde 1993 von Lee et al. als ein wichtiges regulatorisches Element in
der Entwicklung von Caenorhabditis elegans identifiziert (Lee et al., 1993). Die Autoren
konnten zeigen, dass die Larvalentwicklung dieses Fadenwurms essentiell von der Funktion
des lin-4-Gens abhingig war, als dessen Produkt allerdings kein Protein, sondern lediglich
zwel kurze RNA-Striange mit 22 beziehungsweise 61 Nukleotiden Linge identifiziert wurden.
Beide wiesen Sequenzen auf, die zu repetitiven Sequenzen in der 3’ untranslatierten Region
(3°’UTR) der lin-14-mRNA komplementir waren, was die Autoren die negative Regulation
des LIN-14-Proteins iiber eine posttranskriptionelle direkte RNA-RNA-Interaktion vermuten
lieB. Ein weiterer Hinweis auf die Bedeutung des lin-4-Produkts war die Tatsache, dass nicht
nur der grofte Teil der Sequenz, sondern auch die Funktion des Genprodukts in drei weiteren
Caenorhabditis-Spezies konserviert war.

Erst sieben Jahre spiter wurde eine weitere nicht-kodierende RNA ebenfalls in Caenorhabditis
elegans nachgewiesen (Reinhart et al., 2000). Auch das RNA-Produkt des let-7-Gens wies zu
Teilen der 3’UTR der lin-14-mRNA komplementire Sequenzen auf und regulierte ebenfalls
die Larvalentwicklung.

Die Tatsache, dass entsprechende nicht-kodierende kurze RNAs sich als iiber verschiedene
Tierarten (von Drosophila iiber den Zebrafisch zum Menschen) hinweg konserviert erwiesen
und auch in diesen Arten eine zeitlich regulierte Expression zeigten, unterstrich ihre Bedeutung
in vielen regulatorischen Prozessen (Chen et al., 2015; Lagos-Quintana et al., 2001, 2003;
Lau et al., 2001; Pasquinelli et al., 2000).

Besonders die Sequenzen, aus denen letztendlich die reifen miRNAs hervorgehen, erwiesen
sich als stark konserviert, wihrend die Abschnitte zwischen diesen Sequenzen deutlich
mehr Variabilitit zeigten (Chen et al., 2015). Innerhalb der miRNA-Sequenzen erwiesen
sich wiederum die Kernregionen (Position 2-7 oder 2-8), die der Erkennung der Ziel-mRNA
dienen, als am stiarksten konserviert (Bartel, 2009). Bei solchen stark konservierten miRNA-
Genen wird im Allgemeinen davon ausgegangen, dass ihre Produkte mehrere mRNAs zum
Ziel haben und essentielle Funktionen fiir beispielsweise die Entwicklung des Embryos
tibernehmen (Lewis et al., 2003; Stark et al., 2003). Einige miRNAs koénnen bis zu 200 Gene
iber deren entsprechende mRNAs regulieren, wihrend umgekehrt ein Gen auch von mehreren
miRNAs kontrolliert werden kann (Enright et al., 2003; Jonas and Izaurralde, 2015; Krek
et al., 2005).

Den Namen microRNA erhielten die kleinen, zelltyp- und stadienabhiingig exprimierten
RNA-Molekiile erst 2001 (Lagos-Quintana et al., 2001; Lau et al., 2001; Lee and Ambros,
2001). In diesen Studien zeigte sich zudem, dass die miRNAs deutlich zahlreicher waren,
als urspriinglich angenommen und dass sie nicht nur den zeitlichen Ablauf der Entwicklung
steuern, sondern moglicherweise auch die Zelldifferenzierung beeinflussen.

Uber die letzten Jahre ist die Zahl der bekannten miRNAs rapide angestiegen. Zihlte das
microRNA-Registry im Jahr 2003 noch 506 miRNAs aus sechs Organismen (Griffiths-Jones,
2004), so waren es 2005 schon 2909 miRNAs aus 36 Spezies (Griffiths-Jones et al., 2006). Die
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letzte Version der Datenbank vom Oktober 2018 umfasst 48860 verschiedene reife miRNAs
aus 271 Spezies (Kozomara et al., 2018).

1.2.2 Biogenese und Funktion

Die Gene, aus denen miRNAs hervorgehen, sind iiber das gesamte Genom verteilt und
liegen zum groBeren Teil in Clustern vor, so dass die Expression der zusammenhéingenden
miRNA-Gene auch eng korreliert (Lagos-Quintana et al., 2001; Lau et al., 2001; Lee and
Ambros, 2001; Lee et al., 2002). Andere Gene liegen in Introns Protein-kodierender Gene
(Lagos-Quintana et al., 2003) und werden moglicherweise mit der entsprechenden RNA
abgelesen (Lee et al., 2004). Wieder ein anderer Teil der miRNA-Gene befindet sich zwar
in Introns Protein-kodierender Gene, liegen jedoch in Antisense-Richtung. Dies bedeutet,
dass das Primértranskript der miRNA nicht einfach durch Transkription des entsprechenden
Gens produziert wird, sondern dass es eine eigene Promotor-Sequenz fiir eine unabhéngige
Transkription durch RNA-Polymerasen gibt (Lagos-Quintana et al., 2003; Lee et al., 2004).
Insgesamt ist mittlerweile klar, dass ein groBer Teil des menschlichen Genoms Zielsequenzen
fiir verschiedenste miRNAs enthilt (Lewis et al., 2005).

Die miRNAs entstehen aus einem ldngeren Vorldufermolekiil, der sogenannten Vorldufer-
microRNA (pre-miRNA), die eine Haarnadelstruktur mit nicht perfekter Komplementaritét
im Stamm und endsténdiger Schleife unterschiedlicher Groe aufweist (Lagos-Quintana
et al., 2001; Lau et al., 2001; Lee and Ambros, 2001; Lee et al., 1993). Neben der reifen
miRNA und der Vorlidufer-microRNA gibt es ein weiteres, deutlich lingeres RNA-Molekiil,
das dem direkten Transkript entspricht, die sogenannte primére microRNA (pri-miRNA)
(Lee et al., 2002). Diese pri-miRNA liegt wie die intermedidre pre-miRNA in der Form einer
Haarnadel-Schleife vor, die in diesem Fall allerdings deutlich ldnger sein kann.

Die Prozessierung der miRNA erfolgt nach Lee et al. in zwei Schritten: im ersten wird die
pri-miRNA im Zellkern zur kiirzeren Haarnadelstruktur der pre-miRNA prozessiert und im
zweiten im Zytoplasma die pre-miRNA zur reifen miRNA (Abb. 2).

Im ersten Schritt wird die pri-miRNA durch die Ribonuklease (RNase) III Drosha gespalten,
so dass die etwa 60-70 Nukleotide lange pre-miRNA entsteht (Lee et al., 2003; Zeng et al.,
2005). Drosha ist eine vor allem im Zellkern konzentrierte RNase, die die pri-miRNA an
Hand ihrer Struktur erkennt und kurz nach der endstdndigen Schleife spaltet. Spéter zeigte
sich, dass Drosha im Komplex mit dem dsRNA-bindenden Protein DGCRS8 im sogenannten
Microprocessor wirkt (Gregory et al., 2004). DGCRS ist ein evolutionir konserviertes Protein,
dessen Mutation ein sogenanntes Mikrodeletionssyndrom verursacht: das DiGeorge-Syndrom,
das hdufig mit angeborenen Fehlbildungen des Herzens und anderer Organe, sowie einem
Immundefekt einhergeht (Gregory et al., 2004). Die pre-miRNA wird anschlieBend iiber den
Transporter Exportin 5 aus dem Kern in das Zytoplasma transportiert (Bohnsack et al., 2004;
Yi et al., 2003).
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Im Zytoplasma wird dann im zweiten Schritt die endstidndige Schleife der pre-miRNA durch
die RNase III Dicer abgetrennt, so dass ein kurzes, doppelstringiges RNA-Molekiil resultiert
(Bernstein et al., 2001). Schon vor Bindung der pre-miRNA ist Dicer mit Argonaute 2 (Ago2)
und weiteren Proteinen im sogenannten miRLC (human miRNA loading complex) assoziiert
(Maniataki and Mourelatos, 2005).

DNA

RNA-Polymerase

|

pri-miRNA )

Drosha
pre-miRNA )
Kern 1] Exportin 5
Zytoplasma L]
pre-miRNA %
Dicer

miRNA-Duplex __ /7

/|

passenger- Ago?2 und weitere
Strang Proteine
RISC mit N W

guide-Strang

Abbildung 2 Biogenese der miRNAs. pri-miRNA = primédre microRNA, pre-miRNA = Vorlaufer-
microRNA, RISC = RNA-induced silencing complex

Nach der Spaltung der pre-miRNA zur reifen, doppelstringigen miRNA wird dann einer der
beiden Stringe (guide-Strang) in den sogenannten RNA-induced silencing complex (RISC)
geladen, der Komplex, der die posttranslationale Beeinflussung der Expression (Silencing)

durch miRNAs mediiert. Meist wird der Strang mit dem weniger stabilen 5’-Ende in den RISC
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geladen (Khvorova et al., 2003; Schwarz et al., 2003). Es gibt allerdings Ausnahmen, bei
denen beide Stringe funktionell zu sein scheinen (Lim et al., 2003). Eine solche miRNA wurde
beispielsweise in Lau et al. (2001) genannt, es handelte sich um miR-56 beziehungsweise
dessen weniger stark exprimierten Gegenpart miR-56*. Da im Verlauf immer mehr miRNAs
nachgewiesen wurden, bei denen beide Striange biologisch aktiv sein konnen, wurde die
Markierung des nicht dominanten Produkts mit einem * zu Gunsten einer neuen Nomenklatur
aufgegeben. Seitdem wird den beiden Sequenzen das Suffix -5p beziehungsweise -3p fiir die
Herkunft vom 5’- oder 3’-Ende der pre-miRNA angefiigt (Griffiths-Jones, 2004).

Wihrend der guide-Strang an Ago gebunden wird, wird der passenger-Strang durch eine
Domine des Ago aus dem Komplex entfernt und abgebaut (Sheu-Gruttadauria and MacRae,
2017). Nachdem die entsprechende miRNA nun ihrerseits Teil des RISC ist, dissoziiert Dicer
von dem Komplex (Maniataki and Mourelatos, 2005).

Die Ziel-mRNA kann nun iiber die Basen 2-4 der Kernsequenz identifiziert werden, was
zur Bindung der iibrigen Basen der Kernsequenz und dadurch zur Einleitung der Silencing-
Mechanismen fiihrt (Sheu-Gruttadauria and MacRae, 2017). Da pro miRNA oft mehrere zur
Zielsequenz komplementidre Stellen vorhanden sind, konnen an die mRNA auch mehrere
RISC binden, was die Effizienz beider Vorginge erheblich steigert (Grimson et al., 2007).
Nach der Identifizierung des Ziels gibt es verschiedene Wege zur posttranslationalen Re-
gulation der Genexpression. Bei perfekter Komplementaritit zur Ziel-mRNA findet eine
Spaltung derselben durch die Slicer-Doméne von Ago2 statt. In der iiberwiegenden Mehrheit
der Fille weisen miRNAs jedoch nur eine inkomplette Komplementaritéit zur Ziel-mRNA
auf. Unter diesen Umsténden wird die mRNA nicht gespalten, sondern lediglich ihr Abbau
durch Destabilisierung iiber Deadenylierung und Decapping beschleunigt oder seltener auch
die Initiierung der Translation inhibiert (Bartel, 2004, 2009; Eichhorn et al., 2014; Liu et al.,
2012b; Sheu-Gruttadauria and MacRae, 2017).

Diese nicht perfekte Komplementaritét hat den Vorteil einer hoheren Instabilitit und Flexibili-
tit der Bindung an die Ziel-mRNA. Dadurch kann die jeweilige mRNA nach der Spaltung
relativ einfach frei gesetzt werden und der RISC kann ein weiteres mRNA-Substrat binden,
ohne die Bindung zur miRNA zu verlieren (Khvorova et al., 2003). So kann der RISC mit
maximaler Geschwindigkeit die Zielmolekiile identifizieren und im Anschluss supprimieren,
wihrend die unzihligen ,,falschen* RNA-Molekiile konsequent vermieden werden (Salomon
et al., 2015; Sheu-Gruttadauria and MacRae, 2017).

1.2.3 Zirkulierende microRNA als Biomarker

miRNAs liegen nicht nur intrazellulédr vor, sondern konnen durch verschiedene Mechanismen
sowohl aktiv, als auch passiv freigesetzt und in den Blutstrom abgegeben werden. Passiv
werden miRNAs beispielsweise von sterbenden Zellen iiber sogenannte apoptotic bodies
abgegeben, extrazellulidre Vesikel, die bei der Apoptose entstehen. Das Vorhandensein von

miR-126 in solchen Vesikeln setzt bei Schidigung der GefaBwand atheroprotektive Prozesse
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in Gang (Zernecke et al., 2009). Zudem besteht die Moglichkeit der passiven Freisetzung ent-
lang eines Konzentrationsgefilles, so zeigte sich die Konzentrationen verschiedener miRNAs
intra- und extrazellulér relativ dhnlich (Pigati et al., 2010). Zusétzlich konnten die Autoren
jedoch eine aktive, gezielte und zelltypabhédngige Sekretion oder auch Retention einzelner
miRNAs nachweisen (Pigati et al., 2010). Einer der bisher bekannten Mechanismen dieser
aktiven Sekretion ist der den Einbau der miRNAs in Exosomen (Pigati et al., 2010; Valadi
et al., 2007). Exosomen sind extrazellulire Membranvesikel, die von einer Vielzahl von Zellen
freigesetzt werden, der Zell-Zell-Kommunikation dienen und so unter anderem am Vorgang
der Antigenprisentation und der Entwicklung von Immuntoleranz (Valadi et al., 2007), dem
Prozess der kardialen Hypertrophie (Bang et al., 2014) oder der Metastasierung maligner
Tumoren (Mathieu et al., 2019; Wortzel et al., 2019) beteiligt sind. Auch in thrombozyti-
ren Mikropartikeln lassen sich miRNAs nachweisen, diese stammen aus durch Ischimie
aktivierten Thrombozyten (Willeit et al., 2013).

Der Transport von miRNAs im Blut beruht ebenfalls auf verschiedenen Mechanismen. Fiir
das Cluster miR-143 / miR-145 wurde nicht nur ein Transport iiber Exosomen zwischen
Endothelzellen und glatten Muskelzellen in Gefid3en nachgewiesen (Hergenreider et al.,
2012). Zudem fanden sich Hinweise fiir einen direkten Zell-Zell-Transport von miR-143 und
miR-145 zwischen den glatten Muskelzellen und Endothelzellen iiber sogenannte tunneling
nanotubes. Bei tunneling nanotubes handelt es sich um lange, diinne Ausstiilpungen der
Zellmembran, iiber die Proteine, Vesikel oder eben auch miRNAs direkt von Zelle zu Zelle
transportiert werden konnen (Climent-Salarich et al., 2015; Thayanithy et al., 2014). Auf
diesem Weg kann durch miRNAs aus den Muskelzellen die Proliferation der Endothelzellen
und damit die Angiogenese gehemmt werden (Climent-Salarich et al., 2015).

Der deutlich groBere Teil der zirkulierenden miRNAs scheint allerdings nicht in Membranve-
sikeln, sondern frei im Blut vorzuliegen (Arroyo et al., 2011). Um sich vor dem Abbau durch
RNase zu schiitzen, gehen diese miRNAs Bindungen mit RNA-bindenden Proteinen wie dem
oben genannten Argonaute2 (Ago2, Arroyo et al. (2011)) oder Lipoproteinen wie dem High
Density Lipoprotein (HDL) ein (Vickers et al., 2011).

miRNAs werden sehr spezifisch abhiingig von Zellart und -differenzierung freigesetzt und
sind im Blut relativ stabil. Sie erfiillen daher die fiir einen Biomarker notwendigen Vor-
aussetzungen: nicht- beziehungsweise wenig invasive Gewinnung (vendse Blutentnahme),
hohe Stabilitit, sowie vergleichsweise unkomplizierte, schnelle und genaue Messmethoden
(Polymerase-Kettenreaktion (PCR) oder Microarrays).

Es konnten bereits einige miRNAs als vielversprechende Biomarker identifiziert werden,
vor allem onkologische Krankheitsbilder sind Gegenstand aktueller Forschung (Matsuzaki
and Ochiya, 2017). Beispielsweise konnten miR-139 und miR-550a fiir das hepatozellulire
Karzinom als Biomarker dienen (Nagy et al., 2018), miR-195, miR-107 und verschiedene
andere fiir das Mammakarzinom (Heneghan et al., 2010; Kodahl et al., 2014; Zeng et al.,
2013b), mir-196a fiir das Pancreaskarzinom (Liu et al., 2012a; Slater et al., 2014; Wang et al.,
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2009) und miR-141 fiir das Prostatakarzinom (Mitchell et al., 2008; Nguyen et al., 2013).
Auch fiir das Lungenkarzinom (Cazzoli et al., 2013; Heegaard et al., 2012; Roth et al., 2012;
Shen et al., 2011), und gastrointestinale Karzinome (Li et al., 2012; Pu et al., 2010; Song
et al., 2012; Toiyama et al., 2014) wurden miRNAs identifiziert, deren Konzentrationen im
Blut durch die Erkrankung veridndert wird.

Die Aktivitidt von Autoimmunerkrankungen spiegelt sich ebenfalls in den zirkulierenden
miRNAs wieder (Liu et al., 2019) und auch Infektionserkrankungen wie Hepatitis C gehen
mit Verdnderungen des miRNA-Profils einher (Lendvai et al., 2014). Ebenso bewirkt eine
Sepsis eine Anderung der miRNA-Spiegel (Wu et al., 2018).

Doch auch bei kardiovaskuldren Erkrankungen stehen die miRNAs zunehmend im Fokus.
Einige miRNAs stehen in Zusammenhang mit verschiedenen Herzerkrankungen (Endo et al.,
2013; Zampetaki et al., 2012; Zhao et al., 2019; Zhu et al., 2018), andere spielen eher fiir
zerebrovaskulédre Erkrankungen eine Rolle. So konnte eine Kombination von fiinf miRNAs
(miR-125b-2%*, -27a*, -422a, -488, -627) mit relativ hoher Verlédsslichkeit die akute Phase
einer zerebralen Ischdmie anzeigen (Sepramaniam et al., 2014). Die Autoren konnten zudem
zeigen, dass das Profil verschiedener weiterer zirkulierender miRNAs noch bis zu zwei Jahre
nach dem Schlaganfall verindert war und auch noch nach sechs Monaten die Atiologie daraus
abgeleitet werden konnte.

In Tiedt et al. (2017) konnte fiir die Kombination von miR-125a-5p, miR-125b-5p und miR-
143-3p gezeigt werden, dass diese drei miRNAs einen ischdmischen Schlaganfall mit hoherer
Sensitivitit als die CT erkennen konnen und bereits innerhalb der ersten 24 Stunden nach
Schlaganfall erhoht messbar sind. Auch in dieser Studie ergab sich eine anhaltende Erhhung
der miRNAs im Blut noch drei Monate nach Ereignis.

In vielen weiteren Studien zeigte sich das Potential der miRNAs als Biomarker fiir den
ischdmischen Schlaganfall. Neben einzelnen miRNAs wie miR-21 und miR-221 (Tsai et al.,
2013), miR-124 (Sun et al., 2013) oder miR-126 (Long et al., 2013) wurden auch miRNA-
Cluster wie miR-17-92 als potentielle Biomarker identifiziert (Li et al., 2015; Liu et al., 2013b;
Long et al., 2013; Tan et al., 2009).

Die Veridnderungen der miRNA-Konzentrationen beim ischiamischen Schlaganfall werden
verschiedenen Ursachen zugeschrieben. So weisen beispielsweise die GroBle (Du et al.,
2019; Fu et al., 2019; He et al., 2019; Shan et al., 2021) und Lokalisation des Infarkts
(Bak et al., 2008; He et al., 2012; Hua et al., 2009; Ziats and Rennert, 2014), sowie die
klinische Betroffenheit der Patienten (Chen et al., 2017; Jia et al., 2015; Modak et al.,
2019; Xiang et al., 2017) und die Prognose (Chen et al., 2017; Tan et al., 2009; Zeng et al.,
2013a) einen Zusammenhang mit der Hohe der jeweiligen miRNAs auf. Zudem kann die
Schlaganfall-Atiologie auf der Basis verschiedener miRNAs bestimmt werden (Gui et al.,
2019; Sepramaniam et al., 2014; Tan et al., 2009; van Kralingen et al., 2019).

Doch auch die ischdmiebedingte Inflammationsreaktion scheint mit den miRNA-Konzentra-

tionen zusammen zu hiingen (Banerjee et al., 2013; Graff et al., 2012; Smith et al., 2004; Xu
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et al., 2015). Entsprechend ergab sich eine Korrelation verschiedener miRNAs mit Entziin-
dungsparametern wie dem CRP und verschiedenen Zellen des Blutes (Allantaz et al., 2012;
Liu et al., 2019; Lv et al., 2020; Parahuleva et al., 2017; Wu et al., 2018). Zudem spielen
Thrombozyten eine wichtige Rolle bei der Freisetzung von miRNAs wie Tiedt et al. (2017)
und andere zeigen konnten (Kaudewitz et al., 2016; Willeit et al., 2013).

miRNAs konnten jedoch bereits das Risiko einer Ischimie bestimmen. So zeigten sich
einzelne miRNAs assoziiert mit kardiovaskuldren Risikofaktoren wie Atherosklerose (Huang
et al., 2018; Sala et al., 2014; Santovito et al., 2016; Tsai et al., 2013), Hypercholesterinimie
(Goedeke et al., 2015; Vickers et al., 2014), Diabetes mellitus (Osmai et al., 2016; Zampetaki
et al., 2010) oder dem Body-Mass-Index (BMI) (Esau et al., 2004; Kajimoto et al., 2006;
Keller et al., 2011; Ortega et al., 2010). Auch mit der arteriellen Hypertonie (Kemp et al.,
2014; Marques et al., 2011) beziehungsweise direkt mit dem Blutdruck (Huang et al., 2016;
Marques et al., 2015) bestand ein Zusammenhang.

miRNAs bergen also grofles Potential fiir die Nutzung als Biomarker zur Prognose oder
Diagnose eines ischdmischen Schlaganfalls, fiir Therapieentscheidungen, zur Prognose von

Komplikationen oder zur Differenzierung nach Subklassen.

1.3 Fragestellung

Weltweit ist der ischdmische Schlaganfall eine der fithrenden Ursachen fiir Behinderung und
Tod. Fiir die Prognose essentiell ist die zeitnahe Diagnose und die ziigige Einleitung einer
addquaten Therapie. Aktuell ist der Goldstandard der Diagnostik die teils kosten- und zeitin-
tensive Bildgebung. Ein Biomarker, der mittels venoser Blutentnahme aus dem peripheren
Blut gewonnen und vor Ort analysiert werden kann, wire eine schnellere, kostengiinstigere
und besser verfiigbare Alternative.

Vielversprechende Kandidaten fiir einen solchen Biomarker sind miRNAs, ubiquitire Regu-
latoren der Genexpression, die hiufig gewebsspezifisch exprimiert werden und im Blut in
einer relativ stabilen Form vorliegen. miRNAs weisen bei einer Vielzahl von Pathologien
ein verdandertes Expressionsmuster auf und bergen damit groBes Potential fiir die Diagnose
verschiedener Erkrankungen. Per RNA-Sequenzierung wurden so von Tiedt et al. (2017)
drei miRNAs identifiziert und in zwei weiteren unabhédngigen Kohorten validiert, die einen
akuten ischamischen Schlaganfall innerhalb der ersten Stunden mit hoherer Sensitivitdt und
Spezifitit als die CT erkennen: miR-125a-5p, miR-125b-5p und miR-143-3p.

Die Sensitivitit kann jedoch durch verschiedene Parameter wie die GroBe und Atiologie
des Infarkts, das kardiovaskulédre Risikoprofil des Patienten oder die Therapie mit rt-PA
beeintrichtigt werden. Um einen Biomarker in der klinischen Praxis daher effektiv nutzen
zu konnen, muss bekannt sein, ob Assoziationen dieser Faktoren mit den Konzentrationen
der miRNAs bestehen. Bei Nachweis einer solchen Assoziation muss von einer Verzerrung

der miRNA-Werte ausgegangen werden und diese miissen entsprechend korrigiert werden.
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Gleichzeitig erdffnet sich in diesem Fall aber auch die Moglichkeit, die miRNAs als Biomarker
fiir sekundire Fragestellungen wie beispielsweise die nach der Atiologie zu etablieren und
damit die diagnostischen Methoden zu erweitern.
Das Ziel dieser Arbeit ist folglich die Identifikation klinischer und laborchemischer Einfluss-
faktoren auf die Konzentrationen der zirkulierenden miRNAs miR-125a-5p, miR-125b-5p
und miR-143-3p beim ischdmischen Schlaganfall.



2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Venose Blutentnahme

Sarstedt Safety Multifly® Kaniilen 21G/23G SARSTEDT AG & Co. KG, Niim-
brecht, Deutschland

S-Monovette® 7.5ml / 4.5ml Z (Serum) SARSTEDT AG & Co. KG, Niim-
brecht, Deutschland

S-Monovette® 9ml / 3.4ml K3E (EDTA) SARSTEDT AG & Co. KG, Niim-
brecht, Deutschland

S-Monovette® 4.3ml 9NC (Citrat) SARSTEDT AG & Co. KG, Niim-

brecht, Deutschland

2.1.2 Allgemeine Ausriistung und Geriite

AlumaSeal® Verschlussfolie 96-Well-Platten ~ Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

DNA LoBind Tubes 0,5ml / 5ml Eppendorf AG, Hamburg, D

Falcon™ 15ml Conical Centrifuge Tubes Thermo Fisher Scientific Inc., Wal-
tham, USA

Filter Tips Pipettenspitzen VWR Peqlab, Darmstadt, Deutsch-
land

Heraeus™ Labofuge™ 400 Thermo Fisher Scientific Inc., Wal-
tham, USA

Heraeus™ Megafuge™ 16 Thermo Fisher Scientific Inc., Wal-
tham, USA

Matrix™ 500ul ScrewTop Tubes mit 2D- Thermo Fisher Scientific Inc., Wal-

Barcode tham, USA

Mikrotiterplatten 96 Wells Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

peqGOLD SafeGuard™ Pipettenspitzen VWR Peqlab, Darmstadt, Deutsch-
land

Pipetman classic Pipetten P2 /P10/P20/P100 Gilson, Middleton, USA
/ P200 / P1000

Racks for Matrix™ ScrewTop Tubes Thermo Fisher Scientific Inc., Wal-
tham, USA

RNase AWAY™ OQpberflichendekontaminati- Thermo Fisher Scientific Inc., Wal-

onsmittel tham, USA

Roche LightCycler 480/11 Roche, Rotkreuz, Schweiz



Thermocenter Wiarmeschrank

Vortex Shaker Peqlab
Zentrifuge 5427 R
Zentrifuge 5810 R
4 °C Kiihlschrank
-80 °C Gefrierschrank

2.1.3 Chemikalien und Kits

Ethanol 99%
Glycogen Ambion

Isopropanol

Nuklease-freies Wasser

ExiLENT SYBR® Green

microRNA LNA™ Uni-Sp6 PCR Primer Set

miRCURY LNA™ Universal RT microRNA

PCR

miRCURY™ RNA Isolation Kit - Biofluids

RNA Spike-In Kit, For RT

2.2 Patienten- und Kontrollgruppen

Renggli AG / SalvisLab, Rotkreuz,
Schweiz

VWR by Avantor, Radnor, USA
Eppendorf AG, Hamburg, D
Eppendorf AG, Hamburg, D
Siemens AG, Miinchen, Deutschland
Thermo Fisher Scientific Inc., Wal-
tham, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Thermo Fisher Scientific Inc., Wal-
tham, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
QIAGEN, Aarhus, Ddnemark

Exiqon by QIAGEN, Aarhus, Déne-
mark
Exigon by QIAGEN, Aarhus, Diéne-
mark
Exiqon by QIAGEN, Aarhus, Déne-
mark
Exigon by QIAGEN, Aarhus, Dine-
mark
Exigon by QIAGEN, Aarhus, Déne-

mark
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Diese Arbeit entstand im Rahmen der Circulating Biomarkers in Acute Stroke CIRCULAS-

Studie am Klinikum GroBhadern der Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen. Insgesamt je

60 Patienten mit ischdmischem Schlaganfall und gesunde Kontrollpersonen wurden zwischen

Februar 2014 und August 2015 am Klinikum GroBhadern in die Studie eingeschlossen.

Die Studie ist eine klinikbasierte Fall-Kontroll-Studie, die die Identifizierung eines miRNA-

Profils zum Ziel hat, das mit dem Auftreten eines ischimischen Schlaganfalls in einem

frithen Zeitintervall (innerhalb von 24 Stunden nach Beginn der Symptomatik) assoziiert ist.



20

Das Projekt wurde von der Ethikkommission der Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen
genehmigt (Aktenzeichen 121-09), fiir jeden Patienten und jede Kontrollperson wurde eine
Einverstiandniserkldarung eingeholt.

Zur initialen Identifizierung differentiell regulierter miRNAs durch RNA-Sequenzierung
wurden jeweils 20 Schlaganfallpatienten und gesunde Kontrollpersonen rekrutiert (Screening-
Kohorte), fiir die Validierung mittels quantitativer Echtzeit-PCR (qRT-PCR) je 40 Patienten
und Kontrollpersonen (Validierungskohorte).

Die Ein- und Ausschlusskriterien sollten idealerweise vor dem Studieneinschluss tiberpriift
werden, also vor Prozessierung der ersten Blutproben; da zum Zeitpunkt der ersten Blutab-
nahme die Diagnose aber im Allgemeinen noch nicht definitiv gestellt und die medizinische
Vorgeschichte uns weitgehend unbekannt war, mussten viele Patienten nachtrédglich aus der
Studie ausgeschlossen werden.

Eingeschlossen wurden Patienten mit dem Nachweis eines ischdmischen Schlaganfalls mit
akuter neurologischer Symptomatik und einem entsprechenden Befund in der Bildgebung,
bei denen die Zeit zwischen dem Beginn der Symptomatik und der ersten Blutentnahme in
der Notaufnahme 24 Stunden nicht iiberschritt. Zudem war das schriftliche Einverstdandnis
der volljdhrigen Patienten und Kontrollpersonen erforderlich. Die Ausschlusskriterien sind in
Tabelle 1 dargestellt.

Wihrend bei den Kontrollpersonen nur ein einzelner Termin fiir eine Blutentnahme, eine neu-
rologische Beurteilung und die Datenerhebung (Vorerkrankungen, Medikamenteneinnahme,
etc.) geplant war, erfolgte dies bei den Patienten sowohl am Aufnahmetag (D1), als auch
am zweiten, dritten und siebten (oder letzten bei fritherer Entlassung) Tag des stationiren
Aufenthalts (D2, D3, D7/E), sowie drei Monate nach Schlaganfall (D90) im Rahmen eines

Follow-up-Termins.

Allgemeine Ausschlusskriterien Zusitzliche Ausschlusskriterien
fiir die Screening-Kohorte

Aktive maligne Erkrankung Z.. n. ischdmischem Schlaganfall
Entziindliche / Infektionserkrankung Z.n. TIA

GroBere Operationen (bis 3 Monate vor Auf- Bekannte KHK / Z. n. Herzinfarkt

nahme)

SHT (z. B. Sturz, bis 2 Wochen vor Aufnah- Hinweise auf silenten Schlaganfall in der
me) zerebralen Bildgebung

Heparin (niedermolekular / unfraktioniert, Thrombozytenaggregationshemmer (bis 4

bis 4 Wochen vor Aufnahme) Wochen vor Aufnahme)

Tabelle 1 Ausschlusskriterien. Z. n. = Zustand nach. SHT = Schidelhirntrauma
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2.2.1 Dokumentation

Mittels eines standardisierten Fragebogens wurden Informationen wie die medizinische Vor-
geschichte, die Eigenmedikation und das Vorliegen kardiovaskulérer Risikofaktoren erhoben.
War der Patient nicht in der Lage die Fragen zu beantworten, wurden Angehorige oder der
gesetzliche Vertreter befragt. Bei Patienten, die nicht in die Ambulanz kommen konnten oder
wollten, wurde der Dokumentationsbogen am Telefon soweit moglich ausgefiillt oder eine lai-
engerechte Version per Post zugesandt. Folgende Punkte wurden abgefragt beziehungsweise
aus den Patientendokumenten iibernommen.
* Aufnahme

— Zeitpunkt der Blutentnahme und Zeitpunkt des Symptombeginns (ggf. frem-
danamnestisch erhoben; bei unklarem Beginn (z. B. wake-up-stroke) wurden
der Zeitpunkt, zu dem der Patient zuletzt gesichert asymptomatisch war und der
Zeitpunkt des Erwachens oder Auffindens mit Symptomatik erhoben)

— Blutdruck bei Aufnahme (aus der Dokumentation in der Notaufnahme, ggf. aus
dem Rettungsdienstprotokoll; waren nur Angaben wie ,,bis 200 mmHg systolisch*
vorhanden, wurde mit dem hochsten angegebenen systolischen Wert gerechnet)

— Klinische Symptomatik bei Aufnahme (an Hand der beiden Skalen NIHSS und
mRS; diese wurden teils aus den Aufnahmedokumenten iibernommen, was nach
Kasner et al. (1999) eine gute Niherung bietet) und pramorbide modifizierte
Rankin-Skala (pmRS) (aus Angaben der Patienten, Angehorigen oder aus ggf.
vorhandenen Arztbriefen)

* Therapie vor Aufnahme durch Rettungsdienst oder zuweisende Krankenhduser, sowie
im Klinikum GroBhadern (insbesondere Einleitung einer Thrombolysetherapie, ggf.
Kontraindikationen fiir Thrombolysetherapie)

» Kardiovaskuldre Risikofaktoren

— Arterielle Hypertonie (definiert als Einnahme von Antihypertensiva vor oder nach
Ereignis, siehe auch Palm et al. (2012))

— Hypercholesterindmie (definiert als Einnahme von Cholesterinsenkern vor dem
Ereignis, siehe auch Palm et al. (2012)), Hypertriglyceridimie oder sonstige
Hyper- oder Dyslipiddmien

— Diabetes mellitus Typ 1 und 2

— Nikotinkonsum in pack years (Anzahl der Zigaretten pro Tag x Jahre geraucht /
20; als ehemalige Raucher galten nur Patienten mit mindestens einem pack year)
und Alkoholkonsum

— BMI (Gewicht (kg) / [GroBe (m)]?, Definitionen von Unter- (<18,50 kg/mz),
Normal- (18,50 - 24,99 kg/m?) und Ubergewicht (25,00 - 29,99 kg/m?), sowie
Adipositas (>30 kg/rnz) nach World Health Organization (2000))

— positive Familienanamnese fiir kardiovaskuldre Erkrankungen
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* Vorerkrankungen

— Ischidmischer Schlaganfall, TIA, intrakranielle Blutung, Subduralhimatom (SDH),
Sinus- / Hirnvenenthrombosen (Ausschlusskriterien fiir die Screening-Kohorte)

— SHT (Allgemeines Ausschlusskriterium in den drei Monaten vor Aufnahme)

— KHK, Herzinfarkt (Ausschlusskriterien fiir die Screening-Kohorte)

— periphere arterielle Verschlusskrankheit (pAVK)

— Vorhofflimmern (oft Erstdiagnose wihrend des stationdren Aufenthalts)

— Weitere Vorerkrankungen der verschiedenen Organsysteme, insbesondere maligne
Erkrankungen (aktive Malignome galten als Ausschlusskriterium, Malignome
nach erfolgreicher Therapie und ohne Hinweis auf Rezidiv nicht)

— Transfusion, Transplantation

* Medikation vor Aufnahme (insbesondere Cholesterinsenker, ASS und Heparin: siehe
oben), wihrend des Aufenthalts und bei Entlassung

* Ereignisse wihrend des Aufenthalts wie Rezidiv, sekundédre Verschlechterung, hi-
morrhagische Transformation eines Infarkts, neurochirurgische Interventionen (z. B.
endovaskuldre Rekanalisationstherapie, Thrombendarteriektomie), kardiale Ereignisse,
chirurgische Eingriffe

» Follow-up an D90

— Relevante Ereignisse seit Entlassung, insbesondere Rezidive von TIA oder Schlag-
anfall, kardiovaskulidre Ereignisse, Operationen, Krankenhausaufenthalte, neu
diagnostizierte Erkrankungen

— Aktuelle hiusliche Dauermedikation (besonders ASS und Heparin)

2.2.2 Probengewinnung

Sowohl am Aufnahmetag, als auch an allen Folgetagen wurde den Patienten eine Blutprobe
fiir die Analyse der zirkulierenden miRNAs entnommen. Um mdogliche Einfliisse auf das
Profil der miRNAs iiberpriifen zu konnen, wurden zusitzlich Proben fiir die Klinische Chemie
im Haus gewonnen (Tab. 2).

Fiir den spiteren Vergleich mit den Werten der Kontrollgruppe wurden zum Teil Werte von
verschiedenen Tagen herangezogen, wenn einzelne Parameter nicht bestimmt worden waren.
Werte, die vom Labor als <0,1 berichtet wurden (wie unter anderem das CRP), wurden durch
0,01 ersetzt, um sie in die Berechnungen mit einbeziehen zu konnen.

Die Blutproben der Schlaganfallpatienten wurden direkt bei Ankunft in der Notaufnahme
von den Pflegekriften beziehungsweise an den Folgetagen durch Mitarbeiter des ISD unter
Verwendung eines Stauschlauchs und 21- oder seltener 23-Gauge-Fliigelkaniilen gewonnen.
Fiir die miRNA-Analysen wurde Vollblut in EDTA-Plasma-Rohrchen abgenommen.

Nach 30-45 Minuten bei Raumtemperatur wurden die Vollblutproben aus den EDTA-R6hrchen

zur Gewinnung von Blutplasma einmal mit 2000 g fiir 10 Minuten und ein zweites Mal mit
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2500 g fiir 15 Minuten zentrifugiert. Von diesem Thrombozyten-armen Plasma wurden sechs

Aliquots a 300 ul erzeugt und bei -80 °C bis zur spéteren Analyse gelagert.

=,
o

Parameter D1 D3 D7/E D90

CRP X
Blutbild
Differentialblutbild
INR

aPTT

Glucose

kel
I T B I s e
Lo T T B - N S

Eo T T B

Kreatinin

GGT

AST

ALT

Albumin

Bilirubin
Gesamtcholesterin
Triglyceride

LDL

HDL

o T - B - o T B B B B B I T o
o T - B - R o T B B B B S T B B

Tabelle 2 Laborwerte nach Studientag. CRP=C-reaktives Protein, INR=International Normalized Ratib,
PTT=aktivierte partielle Thromboplastinzeit, GGT=Gamma-Glutamyl-Transferase, AST=Aspartat-
Aminotransferase, ALT=Alanin-Aminotransferase, LDL=Low Density Lipoprotein, HDL=High Densi-
ty Lipoprotein

2.2.3 Neurologische Scores
2.2.3.1 Schlagantallskala der National Institutes of Health

Fiir die Einschitzung des Schweregrads sowie die Verlaufskontrolle wurde unter anderem die
NIHSS herangezogen, die bereits 1989 entwickelt worden war (Brott et al., 1989). Fiir diese
Arbeit wurde die deutsche Ubersetzung der aktuellen Version genutzt (Berger et al., 1999;
Lyden et al., 1994).

Die Vorteile der NIHSS sind ihre schnelle und einfache Durchfiihrbarkeit, fiir die fast keine
Hilfsmittel benotigt werden und das unkomplizierte und effektive Training, welches die
Anwendung der Skala auch Nicht-Neurologen erméglicht (Goldstein and Samsa, 1997; Hills
et al., 2009; Lyden et al., 2005), sowie eine stabile Inter- und Intrarater-Reliabilitit (Berger
et al., 1999; Kasner, 2006). Zudem ist eine Aussage iiber das Outcome nach ischdmischem
oder hamorrhagischem Schlaganfall (Aoki et al., 2013; Cheung et al., 2008; Gajurel et al.,
2015) und das Infarktvolumen moglich (Furlanis et al., 2018).
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Durch Testung von 11 verschiedenen Elementen ergibt sich eine Punktzahl zwischen O und
42, wobei ein Wert von 1 - 4 auf einen leichten, ein Wert von 5 - 14 auf einen mittelschweren
und ein Score von 15 - 20 auf einen mittelschweren bis schweren Schlaganfall hinweist. Bei
Werten iiber 20 gelten die Patienten als schwer betroffen (Gajurel et al., 2015). Hier wurden
auf Grund der kleinen Kohorte die Kategorien ,,mittelschwer-schwer* (15 - 20 Punkte) und
»schwer® (>20 Punkte) zur Kategorie ,,schwer* zusammengefasst. Doch auch bei einem Wert
von 0 ist ein Schlaganfall nicht vollig auszuschlieBen (Kasner, 2006; Martin-Schild et al.,
2011; Yao et al., 2012).

Nach einer initialen Online-Zertifizierung wurde die NIHSS zu den jeweiligen Follow-up-
Terminen (D2, D3, D7/E, D90) selbststindig erhoben, teilweise wurde der Wert nachtréglich

aus den Dokumenten des Patienten auf Station iibernommen (siehe auch Kasner et al. (1999)).

2.2.3.2 Modified Rankin Scale

Um die Beeintrachtigung im Alltag durch den Schlaganfall einschitzen zu konnen, wurde die
sogenannte modified Rankin Skala erhoben. Seit ihrer Entwicklung 1957 wurde sie mehrfach
verindert. In dieser Arbeit wird ebenfalls die deutsche Ubersetzung der aktuellen Version
genutzt, diese ist in Tabelle 3 dargestellt (Berger et al., 1999; Farrell et al., 1991; Rankin,
1957).

Punkte Beschreibung

0 Keine Symptome

1 Keine wesentliche Funktionseinschrinkung trotz Symptomen (kann alle
gewohnten Aufgaben und Aktivititen verrichten)

2 Geringgradige Funktionseinschrinkungen (unfihig, alle fritheren Aktivititen
zu verrichten, ist aber in der Lage, die eigenen Angelegenheiten ohne Hilfe
zu erledigen)

3 MiBiggradige Funktionseinschrinkungen (bedarf einiger Unterstiitzung, ist
aber in der Lage, ohne Hilfe zu gehen)

4 Mittelschwere Funktionseinschrinkung (unféhig, ohne Hilfe zu gehen und

ohne Hilfe fiir die eigenen Bediirfnisse zu sorgen)

5 Schwere Funktionseinschrinkung (bettldgerig, inkontinent, bedarf stindiger
Pflege und Aufmerksamkeit)
6 Tod

Tabelle 3 modifizierte Rankin-Skala (mRS) nach Berger et al. (1999).

Auch die mRS zeigte eine gute Reliabilitdt und kann eine relativ priazise Prognose beziiglich
des klinischen Outcomes abgeben, so dass sie in der Mehrzahl der Schlaganfallstudien als

priméres Outcome genutzt wird (Broderick et al., 2017; Kasner, 2006).
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Der Wert fiir die mRS wurde entweder im direkten Kontakt mit den Patienten oder partiell
telefonisch erhoben (D90, siehe auch Savio et al. (2013)), sowie teils aus den Patientendoku-
menten auf Station ibernommen. Um den Status der Patienten vor Aufnahme abzuschitzen,

wurde zusitzlich die sogenannte pmRS erhoben (van Swieten et al., 1988).

2.2.4 Infarktlokalisation, -volumen und -itiologie

Auf der Basis der zerebralen Bildgebung wihrend des Aufenthalts wurde die Lokalisation
der Ischdmie an Hand der betroffenen Strombahn (anterior oder posterior) und Hemisphére
ermittelt.
Fiir die Bestimmung des Infarktvolumens wurden CT- oder MRT-Aufnahmen (DWI, T2 oder
FLAIR) genutzt, je nachdem, welche Modalitit das grof3te Volumen aufwies. Das infarzierte
Areal wurde dann von geschulten Bewertern manuell auf jeder Schicht markiert. Hier hatte
sich eine gute Inter-Rater-Reliabilitét ergeben (Tiedt et al., 2017).
Die Atiologie des Infarkts wurde an Hand der unter 1.1.3 beschriebenen TOAST-Klassifikation
benannt. Die Subklassen der Infarkte wurden nach folgendem Schema eingeteilt.
1. Makroangiopathie (definiert als nachgewiesene himodynamisch relevante Stenose
(>50 %) in einem der hirnversorgenden Gefil3e)
2. Kardiale Embolie
2.1 Bei Vorhofflimmern (nur bei Nachweis im EKG)
2.2 Als paradoxe Embolie bei persistierendem Foramen ovale und atrialem Septumde-
fekt (echokardiographischer Nachweis)
2.3 Bei anderer nachgewiesener kardialer Emboliequelle
3. Mikroangiopathie (nur bei Ausschluss anderer Emboliequellen wie unter 1. oder 2. und
Nachweis einer lakuniren Ischimie in der Bildgebung)
4. Andere definierte Atiologie (wie Dissektionen, Vaskulitiden, Migrine-assoziierter
Schlaganfall und weitere definierte Atiologien)
5. Atiologie nicht bestimmbar
5.1 Zwei oder mehr Griinde identifiziert
5.2 Keine Atiologie bestimmbar trotz vollstindiger Diagnostik

5.3 Unvollstindige Diagnostik

2.2.5 Rekrutierung der Kontrollgruppe

Die Kontrollpersonen wurden in der Ambulanz des Institut fiir Schlaganfall- und Demenz-
forschung (ISD) in die Studie eingeschlossen, es handelte sich meistens um gesunde Be-
gleitpersonen der Schlaganfall- und Demenzpatienten, die zu reguldren Terminen in der
Ambulanz vorstellig wurden. Es galten die gleichen Ausschlusskriterien wie fiir die Patienten,
die Kontrollgruppe wurde der Patientengruppe hinsichtlich Alters- und Geschlechtsverteilung

angepasst.
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Neben der Probenentnahme fiir die Analyse der miRNAs (EDTA-Plasma) erfolgte eine
Blutentnahme fiir die klinische Chemie mit den gleichen Parametern wie fiir die Patienten an
D90 (Tab. 2). Zudem wurden die gleichen Informationen zu kardiovaskuldren Risikofaktoren

und Vorerkrankungen wie fiir die Patienten erhoben (siehe Abschnitt 2.2.1).

2.3 RNA-Sequenzierung

Um zwischen Patienten mit Schlaganfall und gesunden Kontrollen differentiell regulierte miR-
NAs zu identifizieren, wurde am Interdisziplindren Zentrum fiir Klinische Forschung (IZKF)
der Medizinischen Fakultidt der Universitit Leipzig eine RNA-Sequenzierung durchgefiihrt.

Hierfiir wurde aus Thrombozyten-armem Plasma RNA mit einer Linge von <1000 Nukleo-
tiden isoliert wie unter 2.4.1 und in Tiedt et al. (2017) beschrieben. Aus diesem RNA-Pool
wurden schlieBlich mit Hilfe des TruSeq Small RNA sample prepkit v2 (Illumina) kleine
RNA gewonnen, die die typischen Merkmale fiir Dicer-Prozessierung aufwiesen, also am
ehesten miRNAs entsprachen. Diese RNA wurde dann mit Hilfe des Library Quantification
Kit -lllumina/Universal (KAPA Biosystems, Woburn, MA) weiter aufbereitet, so dass die Se-
quenzierung im lllumina HighScan-SQ sequencer erfolgen konnte. Die in der Sequenzierung
detektierten miRNA-Sequenzen wurden in Ubereinstimmung mit miRBase 20 benannt (Tiedt
etal., 2017).

Die Ergebnisse der Sequenzierung wurden in einer unabhingigen Kohorte mittels qRT-PCR
validiert (siehe 2.4).

Aus den in beiden Gruppen bestitigten 22 miRNAs wurden fiir die weitere Analyse nur
die ausgewihlt, die sowohl in der Sequenzierung, als auch in der Validierung eine deutlich
signifikant verdanderte Expression aufwiesen und in die gleiche Richtung reguliert waren

(erhoht beziehungsweise erniedrigt im Vergleich zu den gesunden Kontrollpersonen).

2.4 Validierung

Die hier beschriebenen Methoden der miRNA-Prozessierung sind bereits in Tiedt et al. (2017)
veroffentlicht worden. Nach der oben beschriebenen externen Sequenzierung wurde die
Validierung mittels qRT-PCR am ISD durchgefiihrt.

Da die meisten Patienten ab D2 Heparin erhielten und Heparin die Ergebnisse der PCR
verfilschen kann, wurden die Proben fiir die longitudinalten Analysen vor der RNA-Isolierung
eine Stunde lang mit Heparinase behandelt (Boeckel et al., 2013; Kaudewitz et al., 2013). Dies
wurde fiir die Proben von 32 Patienten durchgefiihrt, fiir die an mindestens vier Zeitpunkten
Blutproben vorlagen. Diese 32 Patienten werden im Folgenden als die longitudinale Kohorte

bezeichnet, sie stammen aus der Screening- und der Validierungskohorte.
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2.4.1 RNA-Isolierung

Zur Isolierung der miRNAs aus den Plasmaproben wurde das miRCURY RNA Isolation Kit -
Biofluids der Firma Exiqon verwendet.

Nach 1:1-Verdiinnung der Plasmaprobe mit RNase-freiem Wasser wurde zur Lyse von Zellen
und membranumbhiillten Partikeln der Lyse-Puffer mit Glykogen gemischt und den Proben zu-
gegeben. Das Glykogen diente als Tréger fiir die miRNAs (McAlexander et al., 2013). Beides
wurde kurz durch Schiitteln (Vortex) gemischt und 3 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Zur Proteinprizipitation wurde der Prézipitations-Puffer zugegeben, die Mischung erneut eine
Minute bei Raumtemperatur inkubiert und im Anschluss mit 11000 g fiir 3 min zentrifugiert.
Nach Zugabe von Isopropanol zur Herstellung der Reaktionsbedingungen fiir die Bindung
der RNA an die Filtersidule wurde die Probe in ein neues Probengefi auf eine Filtersédule
ibertragen, 2 min bei Raumtemperatur inkubiert und dann erneut mit 11000 g fiir eine halbe
Minute zentrifugiert.

Die Reinigung der auf der Séule verbliebenen RNA erfolgte in mehreren Schritten durch
abwechselnde Zugabe der beiden im Kit enthaltenen Waschlosungen (Waschlosung I wurde
zuvor mit 99 %-igem Ethanol vorbereitet).

Nach den ersten beiden Waschvorgingen wurde DNase direkt auf die Filtersdule zur RNA
gegeben um einer eventuellen Verunreinigung mit DNA entgegen zu wirken. Nach einer
Inkubation bei Raumtemperatur fiir 15 min wurden noch zwei Waschvorginge durchgefiihrt.
Die Losung der RNA erfolgte durch zweimalige Zugabe von RNase-freiem Wasser direkt auf
den Filter, Inkubation bei Raumtemperatur fiir eine Minute und anschlieBende Zentrifugation
mit 11000 g fiir 1 min.

Die so aufgereinigte RNA wurde entweder direkt zur Synthese von komplementirer DNA

(cDNA) weiter verwendet oder bei -80 °C eingefroren.

2.4.2 cDNA-Synthese

Fiir die cDNA-Synthese und die nachfolgende PCR wurden ebenfalls Kits der Firma Exiqon
genutzt. Als interne Kontrolle dienten verschiedene synthetische RNA, die als Spike-Ins
verwendet wurden (UniSp2, UniSp4, UniSp5).

Der Reaktionspuffer und RNase-freies Wasser wurden auf Eis langsam aufgetaut und ver-
mischt, ebenso wurden nach Losung die Spike-ins auf Eis gelagert. Der Enzymmix, der die
reverse Transkriptase enthielt, wurde erst kurz vor Gebrauch aufgetaut.

Die im vorhergehenden Schritt gewonnene RNA wurde nun mit RNase-freiem Wasser im
Verhiltnis 1:50 verdiinnt.

AnschlieBend wurde die Reaktionslosung aus Reaktionspuffer, RNase-freiem Wasser, En-
zymmix sowie den Spike-ins (oder der entsprechenden Menge Wasser, falls keine Kontrolle

gewiinscht) nach Angaben des Kits hergestellt und zur RNA-L6sung gegeben.
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Nach kurzer Zentrifugation wurde die Reaktion durch Inkubation bei 42 °C fiir 60 min
gestartet. Durch kurzfristige Erhohung der Temperatur (95 °C fiir 5 min) wurde die reverse
Transkriptase inaktiviert. Direkt im Anschluss wurde die Probe auf 4 °C gekiihlt oder fiir die

spitere Analyse bei -80 °C eingefroren.

2.4.3 qRT-PCR

Auch die qRT-PCR wurde mit Hilfe eines Kits der Firma Exiqon durchgefiihrt. Die im letzten
Schritt hergestellte cDNA, RNase-freies Wasser, die Primer und der PCR Master Mix aus
dem Kit wurden auf Eis aufgetaut, wobei der Master Mix vor direktem Lichteinfall geschiitzt
wurde, da er den Fluoreszenzfarbstoff SYBR® Green enthielt, der fiir die anschlieBende
qRT-PCR im LightCycler bendtigt wurde.

In die Tiefe der Wells auf der 96-well-Platte wurde die cDNA vorgelegt und anschlieBend
eine Mischung aus den Primern und Master Mix zugegeben.

Nachdem die Platte versiegelt war, wurde sie mit 1500 g fiir 2 min zentrifugiert. Die an-
schliefende qRT-PCR erfolgte im LightCycler. Fiir jeden Reaktionsansatz wurden je eine
RT™-Probe (ohne Enzym), sowie eine NTC (=non-template control) angelegt. Alle Experi-
mente wurden mit ein oder zwei Replikaten ausgefiihrt.

Wie in Tiedt et al. (2017) genauer beschrieben wurden die ermittelten Cq-Werte (PCR-Zyklus,
bei der das Fluoreszenzsignal der miRNAs die Hintergrundfluoreszenz iibersteigt) mit der
Median-Methode normalisiert. Anschlieend wurden diejenigen miRNAs von der weiteren
Analyse ausgeschlossen, deren Cq-Wert die Schwelle von 35 Zyklen in mehr als der Hilfte
der Proben pro Gruppe iiberstieg, da hier die Amplifikation als zu gering angenommen wurde.
Fiir die Bestimmung der absoluten miRNA-Konzentrationen war zu Beginn der Experimente

iber eine Verdiinnungsreihe einmalig eine Standardkurve erstellt worden.

2.5 Statistische Verfahren

Alle Analysen wurden in der Programmierumgebung R durchgefiihrt, es galt ein Signifikanz-
niveau von o= 0,05.

Fiir den Vergleich von zwei Gruppen wurde fiir metrische Variablen ein Student’s t-Test
durchgefiihrt. Die Varianzgleichheit (Homoskedastizitit) der zu vergleichenden Gruppen
wurde mittels Levene-Test iiberpriift. Bei Ungleichheit der Varianzen wurde der Welch-Test
angewendet.

Fiir im Allgemeinen normalverteilte Daten wie das Alter oder den BMI wurde in den relativ
kleinen Patientenstichproben dieser Arbeit eine anndhernde Normalverteilung angenommen.
Alle anderen Variablen wurden mittels Shapiro-Wilks-Test hinsichtlich der Voraussetzung
der Normalverteilung fiir den t-Test tiberpriift und im Fall einer fehlenden Normalverteilung

mittels Mann-Whitney-U-Test analysiert. Alle Tests wurden zweiseitig durchgefiihrt.
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Fiir kategoriale Merkmale wie das Geschlecht oder die TOAST-Klasse wurde fiir zwei oder
mehr Gruppen der Exakte Test nach Fisher verwendet. Dieser Test stellt keine Anforderungen
an die Stichprobengrofie und liefert auch fiir kleine Gruppen zuverlissige Ergebnisse beziiglich
der Ahnlichkeit der Stichproben.

Metrische Variablen in mehr als zwei Gruppen wurden, je nachdem, ob die Voraussetzung der
Normalverteilung erfiillt war oder nicht, mittels Varianzanalyse (ANOVA) beziehungsweise
Kruskal-Wallis-Test auf signifikante Zusammenhinge gepriift. In beiden Fillen wurden bei si-
gnifikantem Ergebnis im Anschluss liber Dunn’s multiple comparison (Bonferroni-Korrektur)
die einzelnen Gruppen ermittelt, die signifikante Unterschiede voneinander aufwiesen.
Sollten Werte mit Messwiederholung im zeitlichen Verlauf gepriift werden, wurde ein
Friedman-Test mit anschlieBender post-hoc-Testung nach Nemenyi (Nemenyi-Testung in R
(Pairwise Test For Multiple Comparisons Of Mean Rank Sums)) durchgefiihrt, so beispiels-
weise fiir den zeitlichen Verlauf der miRNAs oder den Vergleich der Patientengruppen mit
und ohne Thrombolysetherapie.

Korrelationen wurden mit der Methode der Rangkorrelation nach Kendall berechnet. Dieses
Verfahren hat gegeniiber der Rangkorrelation nach Spearman den Vorteil, dass es genauer fiir
kleine Stichproben und dariiber hinaus weniger fehleranfillig ist. Es wurde nicht fiir multiple
Tests korrigiert. Nur Zusammenhiinge, fiir die sich eine signifikante Korrelation ergeben
hatte, wurden dargestellt. Hierfiir wurden je nach Giite der jeweiligen Modelle lineare oder
quadratische Regressionsmodelle iiber die Funktion rim (MASS) berechnet und abgebildet,
welche robuster gegeniiber Ausreiflern sind als die Standardfunktion /m (stats). Um die
Signifikanz des Modells zu bestimmen, wurde im Anschluss ein Wald-Test fiir die betrachtete
Variable durchgefiihrt.

Zudem wurde fiir den Zusammenhang der miRNA-Konzentrationen mit verschiedenen Varia-
blen wie dem klinischen Schweregrad nach mRS und NIHSS oder den TOAST-Klassen ein
Generalisiertes lineares gemischtes Modell berechnet. Als Fixed Factors wurden die zu prii-
fenden Variablen festgelegt (NIHSS, mRS, pmRS, TOAST-Klassen, betroffene Hemisphire,
betroffene Zirkulation), als Random Factors Variablen wie die Patienten-ID oder der Studien-
tag. Die Verteilung der Daten wurde graphisch und mittels Goodness-of-Fit-Tests (fitdistrplus-
package in R) identifiziert, die Giite der Modelle wurde mittels Akaike-Informationskriterium
tiberpriift. Waren die unabhéngigen Variablen nicht kontinuierlich, sondern nominal- oder
ordinalskaliert, wurde im Anschluss eine ANOVA (car-package in R) durchgefiihrt, um den
Haupteffekt der jeweiligen Variable zu berechnen.
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3 Ergebnisse

Die vorliegende Arbeit wurde im Rahmen der oben beschriebenen Studie durchgefiihrt. Im
ersten Teil dieses Abschnitts werden die Studienkohorten charakterisiert, im Anschluss wird
kurz erldutert, wie die hier untersuchten drei miRNAs identifiziert wurden (Tiedt et al.,
2017). Im dritten Teil wird auf die Ergebnisse der unter 1.3 aufgefiihrten Fragestellungen
eingegangen. Faktoren wie die Therapie mit rt-PA, das Infarktvolumen und verschiedene
Laborparameter wurden hinsichtlich einer Assoziation mit dem Profil der zirkulierenden
miRNAs iiberpriift. Einerseits sollen so potentielle Fehlerquellen bei der Interpretation der
miRNA-Konzentrationen identifiziert werden, andererseits soll der potentielle Nutzen der
miRNAs zur Beantwortung sekundirer Fragestellungen wie der nach der Atiologie iiberpriift

werden.

3.1 Studienkohorten
3.1.1 Screening-Kohorte

Zur externen RNA-Sequenzierung wurden je 20 Patienten mit akutem ischdmischem Schlag-
anfall und gesunde Kontrollpersonen ausgewihlt. Wie oben beschrieben waren die Aus-
wahlkriterien fiir die Screening-Kohorte die Diagnose eines ischdmischen Schlaganfalls mit
Nachweis in der MRT oder CT und der Ausschluss kardio- oder zerebrovaskulédrer Ereignisse

in der Vorgeschichte, sowie der Ausschluss einer regelméfBigen Einnahme von ASS.

Patienten Kontrollgruppe  p-Wert
n=20 n=20
Demographie
Alter (Mittelwert in Jahren + SD) 74,77 £ 9,7 72,7 £ 10,1 0,514
Weibliches Geschlecht (%; n) 60; 12 50; 10 0,751
Kardiovaskulire Risikofaktoren
Raucher (aktiv oder ehemalig) (%; n) 30; 6 45; 9 0,515
Positive Familienanamnese (%:; n) 25;5 10; 2 0,408
BMI (Mittelwert in kg/m? 4 SD) 27,0+ 5,8 25,3 +25 0,241
Arterieller Hypertonus (%; n) 80; 16 50; 10 0,0959
Hypercholesterinimie (%; n) 25;5 15;3 0,695
Diabetes mellitus Typ II (%; n) 20; 4 0 0,106
Kardiovaskulire Vorerkrankungen
Vorhofflimmern (%; n) 25;5 5;1 0,0915

KHK (%; n) 5;1 5;1 1
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Patienten Kontrollgruppe  p-Wert
n=20 n=20
Maligne Erkrankung (%; n) 25;5 15;3 0,695
Einnahme von Aspirin (%; n) 5;1 0 1
Ausgewihlte Laborwerte
(Mittelwert + SD)
CRP (mg/di) 0,72 + 1,60 0,43+ 0,39 0,435
Kreatinin (mg/dl) 1,0+ 0,18 1,0 + 0,22 0,590
GGT un 42,6 + 41,6 26,1 + 12,6 0,104
AST un 247 £ 6,7 26,2 + 54 0,453
ALT Uuny 21,1 £9,1 21,3 £6,6 0,939
Albumin (g/d1) 3,69 + 0,31 4,27 +£ 0,22 4,18-1078*
Cholesterin (mg/dl) 208,2 4+ 29,7 2223 4+ 36,7 0,205
Triglyzeride (mg/dl) 113,5 + 40,3 134,77 + 66,0 0,237
LDL (mg/d1) 134,8 + 30,3 136,9 + 23,8 0,810
HDL (mg/di) 57,2 + 14,1 67,0 + 23,8 0,128
Glucose (mg/dl) 127,8 + 30,1 99,2 + 20,1 0,00122*
Leukozyten (G/) 7,76 + 2,62 6,72 £ 1,79 0,166
Lymphozyten (% der Leukozyten) 23,8 +9,1 252 +79 0,626
Monozyten (% der Leukozyten) 8.8 +24 7,042 0,132
Neutrophile 63,9 £+ 10,6 64,2 +9,6 0,939
Granulozyten (% der Leukozyten)
Eosinophile 29+25 25+2,6 0,665
Granulozyten (% der Leukozyten)
Basophile 0,7 £ 0,7 0,7+ 0,6 0,752
Granulozyten (% der Leukozyten)
Erythrozyten (T/) 4,73 + 0,50 4,653 + 0,415 0,633
Hamoglobin (g/d1) 14,8 £ 1,5 14,3 + 0,94 0,198
Hématokrit 0,43 4+ 0,04 0,42 £+ 0,03 0,162
Thrombozyten (G/1) 210,6 = 51,2 2339 + 60,3 0,212
aPTT (s) 23,5+ 3,3 249+ 14 0,0764
INR 1,1 +0,3 1,1 £0,2 0,749

Tabelle 4 Allgemeine Daten und ausgewéhlte Laborwerte der Screening-Kohorte. Vergleich mittels
Student’s t-Test bzw. Welch-Test oder Fisher’s Exact Test. Lagen die Werte an D1 nicht vor, wurden
die Werte von D2 verwendet. BMI = Body-Mass-Index, KHK = Koronare Herzkrankheit, CRP =
C-reaktives Protein, GGT = Gamma-Glutamyl-Transferase, AST = Aspartat-Aminotransferase, ALT =
Alanin-Aminotransferase, LDL = Low Density Lipoprotein, HDL = High Density Lipoprotein, aPTT =
aktivierte partielle Thromboplastinzeit, INR = International Normalized Ratio. * = p<0,05.
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Die Patienten- und Kontrollgruppe unterschieden sich nicht hinsichtlich demographischer
Faktoren wie Alter und Geschlecht, ihres kardiovaskuldren Risikoprofils und relevanter
Vorerkrankungen (Tab. 4 und Tiedt et al., 2017).

AuBer dem Albuminwert (t(38)=6,83, p<0,0001) und der Glucose (t(33)=-3,54, p=0,00122)
zeigten sich auch die Laborwerte, die einen Einfluss auf die zirkulierenden miRNAs haben

konnten, nicht signifikant verschieden zwischen den beiden Gruppen.

3.1.2 Validierungskohorte

Zur Validierung mittels gRT-PCR wurde im Anschluss eine zweite Gruppe von je 40 Patienten
und Kontrollpersonen rekrutiert, die ebenfalls beziiglich Alter, Geschlecht, Risikofaktoren und
Vorerkrankungen vergleichbar waren. Auch fiir diese Gruppe galten die allgemeinen Ein- und
Ausschlusskriterien, im Unterschied zur Screening-Kohorte wurden hier, wie bereits erwihnt,
ASS als Vormedikation, sowie zerebrovaskulédre Ereignisse in der Vorgeschichte akzeptiert,
um eine fiir die Schlaganfallrisikopatienten in der Allgemeinbevolkerung repréisentative
Kohorte zusammenzustellen (Tab. 5 und Tiedt et al., 2017).

Zwischen den Gruppen zeigten sich keine Unterschiede hinsichtlich der demographischen
Faktoren Alter und Geschlecht, sowie der kardiovaskuldren Risikofaktoren und Vorerkran-
kungen. Schlaganfallpatienten zeigten eine hohere Privalenz von pAVK (p=0,0238) und
Vorhofflimmern (OR=3,87, p=0,0126) im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die in der Patien-
tengruppe hohere Zahl bereits stattgehabter Schlaganfille (OR=14,39, p=0,00326) ist durch
die Auswahl der Kontrollpersonen zu erkldren, fiir die weiter die urspriinglichen strengeren
Kriterien galten.

Wie fiir die Screening-Kohorte wurden hier die Laborwerte untersucht, die potentiell das Profil
zirkulierender miRNAs beeinflussen konnten. In der Patientengruppe zeigten sich signifikant
hohere Werte fiir Leukozyten (t(72)=-3,52, p=0,000747) und CRP (t(66)=-3,01, p=0,00372),
sowie fiir Monozyten (t(72)=-2,94, p=0,00443), Blutglucose (t(61)=-4,39, p<0,0001) und
Aspartat-Aminotransferase (AST) (t(73)=2,02, p=0,0473).

Patienten Kontrollgruppe  p-Wert
n=40 n=40
Demographie
Alter (Mittelwert in Jahren &+ SD) 74,7 + 13,8 70,2 + 8,7 0,0871
Weibliches Geschlecht (%; n) 45; 18 60; 24 0,263
Kardiovaskuléire Risikofaktoren
Raucher (aktiv oder ehemalig) (%; n) 50; 20 30; 12 0,110
Positive Familienanamnese (%; n) 15;6 5;2 0,132
BMI (Mittelwert in kg/m? 4 SD) 26,0 + 5,0 25,6 =44 0,741

Arterieller Hypertonus (%; n) 85; 34 65; 26 0,0692
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Patienten Kontrollgruppe  p-Wert

n=40 n=40
Hypercholesterinimie (%; n) 27,5; 11 25; 10 1
Diabetes mellitus Typ II (%; n) 10; 4 5;2 0,675
Kardiovaskulire Vorerkrankungen
Vorhofflimmern (%; n) 40; 16 15;6 0,0126*
KHK (%; n) 22,5;9 10; 4 0,225
Herzinfarkt (%; n) 5;1 2,5;1 1
PAVK (%; n) 12,5;5 0 0,0238*
TIA (%; n) 7,5;3 2,5; 1 0,615
Schlaganfall (%; n) 27,5; 11 2,5; 1 0,00326*
Maligne Erkrankung (%; n) 15;6 15;6 1
Einnahme von Aspirin (%; n) 47; 19,5 40; 16 0,501
Ausgewihlte Laborwerte
(Mittelwert + SD)
CRP (mg/di) 0,53 + 0,54 0,22 + 0,34 0,00372*
Kreatinin (mg/dl) 1,1 +£0,3 1,0+ 0,2 0,0516
GGT un 24,1 £7,0 35,3 £ 30,9 0,446
AST un 31,0+ 159 27,6 £7,7 0,0473%*
ALT (uny 19,4 + 12,6 23,8 £9,6 0,0923
Albumin (g/dl) 3,76 + 0,44 4,35 + 0,24 7,32-1073%
Cholesterin (mg/dl) 185,0 + 46,0 226,3 + 483 0,000339%*
Triglyzeride (mg/dl) 104,8 + 60,7 159,1 £ 71,3 0,000735%*
LDL (mg/d1) 120,9 + 36,8 1442 + 41,2 0,0139%*
HDL (mg/dl) 494 + 12,4 59,4 £ 16,8 0,00532*
Glucose (mg/dl) 129,3 + 38,8 98,5 + 20,7 4,63-107%
Leukozyten (G/) 7,72 £ 2,22 6,10 £ 1,62 0,000747%*
Lymphozyten % der Leukozyten) 23,5 +10,2 26,5 + 9,8 0,205
Monozyten 8,7+2,0 6,7+ 3,7 0,00443*
(% der Leukozyten)
Neutrophile 65,3 £ 11,0 63,5 £ 10,1 0,477
Granulozyten (% der Leukozyten)
Eosinophile 22+1,5 22+14 0,971
Granulozyten (% der Leukozyten)
Basophile 0,6 +0,5 0,9+ 0,8 0,128
Granulozyten (% der Leukozyten)
Erythrozyten (T/) 4,51 £ 0,49 4,72 £ 0,47 0,0744



34

Patienten Kontrollgruppe  p-Wert
n=40 n=40
Héamoglobin (g/dl) 13,6 £1,6 14,1 £1,0 0,128
Himatokrit 0,40 + 0,05 0,42 £+ 0,03 0,0285%*
Thrombozyten (G/1) 231,5 £ 64,8 240,6 £ 57,9 0,528
aPTT (s) 28,1 £ 18,1 25,5+£3,0 0,403
INR 1,L1+04 1,1+0,3 0,538

Tabelle 5 Allgemeine Daten und ausgewihlte Laborwerte der Validierungskohorte. Vergleich mittels
Student’s t-Test bzw. Welch-Test oder Fisher’s Exact Test. Lagen die Werte an D1 nicht vor, wurden
die Werte von D2 verwendet. BMI = Body-Mass-Index, KHK = Koronare Herzkrankheit, pAVK =
periphere arterielle Verschlusskrankheit, TIA = Transiente Ischdmische Attacke, CRP = C-reaktives
Protein, GGT = Gamma-Glutamyl-Transferase, AST = Aspartat-Aminotransferase, ALT = Alanin-
Aminotransferase, LDL = Low Density Lipoprotein, HDL = High Density Lipoprotein, aPTT =
aktivierte partielle Thromboplastinzeit, INR = International Normalized Ratio. * = p<0,05.

Albumin (t(19)=5,04, p<0,0001) und Hamatokrit (t(72)=2,24, p=0,0285), sowie die Werte des
Lipidstatus (Cholesterin: t(72)=3,76, p<=0,000339, Triglyceride: t(72)=3,53, p= 0,000735,
Low Density Lipoprotein (LDL): t(70)=2,52,p=0,0139, HDL.: t(70)=2,88, p= 0,00532) erwie-

sen sich dagegen als signifikant hoher in der Kontrollgruppe.

3.1.3 Vergleich der beiden Studiengruppen

Trotz der unterschiedlichen Ein- und Ausschlusskriterien fiir die Screening- und Validie-
rungskohorte zur besseren Abbildung der Allgemeinbevolkerung zeigten sich die beiden
Studienkohorten nicht relevant verschieden.

Besonders beziiglich der demographischen Faktoren, des kardiovaskulidren Risikoprofils
(abgesehen von den geédnderten Kriterien) und der Charakterisierung der Schlaganfille zeigte
sich kein signifikanter Unterschied (Tab. 6, 7 und 8).

Screening Validierung p-Wert
n=20 n=40
Demographie
Alter (Mittelwert in Jahren & SD) 74,7 +£9,7 74,7 £ 13,8 0,987
weibliches Geschlecht (%; n) 60; 12 45; 18 0,412
Kardiovaskulire Risikofaktoren
Raucher (aktiv oder ehemalig) (%; n) 30;6 50; 20 0,174
positive Familienanamnese(%; n) 25;5 15; 6 0,728
BMI (Mittelwert in %i SD) 27,0 £5.,8 26,0 +£5,0 0,493

arterieller Hypertonus (%; n) 80; 16 85; 34 0,718
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Screening Validierung p-Wert

n=20 n=40
Hypercholesterinimie (%; n) 25;5 27,5; 11 1
Diabetes mellitus Typ II (%; n) 20; 4 10; 4 0,422
Kardiovaskulire Vorerkrankungen
Vorhofflimmern (%; n) 25;5 40; 16 0,385
KHK (%; n) 5;1 22,5;9 0,142
Herzinfarkt (%; n) 0 5;2 0,548
PAVK (%; n) 0 12,5;5 0,164
TIA (%; n) 0 7,5;3 0,544
Schlaganfall (%; n) 0 27,5; 11 0,0108%*
Maligne Erkrankung (%; n) 25;5 15;6 0,481
Einnahme von Aspirin (%; n) 5;1 47,5; 19 0,000993*
Ausgewihlte Laborwerte
(Mittelwert + SD)
CRP (mg/di) 0,72+ 1,6 0,52 + 0,34 0,486
Kreatinin (mg/dl) 1,0+ 0,2 1,1 +£0,3 0,258
GGT un 42,6 41,6 31,0 £ 159 0,243
AST un 24,7+ 6,7 24,1 £7,0 0,756
ALT (uny 21,1 £9,1 194 + 12,6 0,612
Albumin (g/dl) 3,69 + 0,31 3,76 £ 0,44 0,600
Cholesterin (mg/dl) 208,2 + 29,7 185,0 + 46,0 0,0577
Triglyzeride (mg/dl) 113,5 + 40,3 104,8 + 60,7 0,582
LDL (mg/d1) 134,8 + 30,3 120,9 + 36,8 0,166
HDL (mg/dl) 57,2 + 14,1 494 + 12,4 0,0402*
Glucose (mg/dl) 127,8 + 30,1 129,3 + 38,8 0,876
Leukozyten (G/1) 7,8 +2,6 7,7 +22 0,951
Lymphozyten % der Leukozyten) 23,8 +9,1 23,5 + 10,2 0,944
Monozyten 8,8 +2,4 8,7+t2,0 0,940
(% der Leukozyten)
Neutrophile 63,9 + 10,6 65,3 £ 11,0 0,685
Granulozyten (% der Leukozyten)
Eosinophile 29+25 22+1,5 0,317
Granulozyten (% der Leukozyten)
Basophile 0,7+ 0,7 0,6 + 0,5 0,674
Granulozyten (% der Leukozyten)
Erythrozyten (T/) 4,73 £ 0,50 4,51 £ 0,49 0,124
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Screening Validierung p-Wert
n=20 n=40
Himoglobin (g/dl) 148 £ 1,5 13,6 £ 1,6 0,00676*
Héimatokrit 0,43 £ 0,04 0,40 £ 0,05 0,0108*
Thrombozyten (G/1) 210,6 + 51,2 231,5 + 64,8 0,214
aPTT (s) 23,5+33 28,1 £ 18,1 0,264
INR 1,1 £0,3 1,1£04 0,620

Tabelle 6 Vergleich Screening- und Validierungskohorte - Patienten. BMI = Body-Mass-Index, KHK =
Koronare Herzkrankheit, pAVK = periphere arterielle Verschlusskrankheit, TIA = Transiente Ischimi-
sche Attacke, CRP = C-reaktives Protein, GGT = Gamma-Glutamyl-Transferase, AST = Aspartat-
Aminotransferase, ALT = Alanin-Aminotransferase, LDL = Low Density Lipoprotein, HDL = High
Density Lipoprotein, aPTT = aktivierte partielle Thromboplastinzeit, INR = International Normalized

Ratio. * = p<0,05.

Screening Validierung p-Wert
n=20 n=40
Demographie
Alter (Mittelwert in Jahren + SD) 72,7 + 10,1 70,2 + 8,7 0,327
weibliches Geschlecht (%; n) 50; 10 60; 24 0,582
Kardiovaskulére Risikofaktoren
Raucher (aktiv oder ehemalig) (%; n) 45; 9 30; 12 0,268
positive Familienanamnese (%; n) 10; 2 5;2 0,595
BMI (Mittelwert in %i SD) 25,3+25 25,6 £4.4 0,770
arterieller Hypertonus (%; n) 50; 10 65; 26 0,280
Hypercholesterinimie (%; n) 15;3 25; 10 0,513
Diabetes mellitus Typ II (%; n) 0 5;2 0,548
Kardiovaskulire Vorerkrankungen
Vorhofflimmern (%:; n) 5;1 15;6 0,407
KHK (%; n) 5;1 10; 4 0,656
Herzinfarkt (%; n) 0 2,5;1 1
TIA (%; n) 0 2.5:1 1
Schlaganfall (%; n) 0 2,5;1 1
Maligne Erkrankung (%; n) 15;3 15;6 1
Einnahme von Aspirin (%; n) 0 40; 16 0,000502*
CRP (mg/dl) 0,43 £+ 0,40 0,22 + 0,34 0,0383*
Kreatinin (mg/dl) 1,0+ 0,2 1,04+ 0,2 0,903
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Screening Validierung p-Wert
n=20 n=40

GGT @wun 26,1 + 12,6 35,3 + 30,9 0,207
AST (un 26,2 + 54 27,6 +7,7 0,484
ALT uny 21,3+ 6,6 23,8 + 9,6 0,293
Albumin (g/dl) 4,27 £ 0,22 4,35+ 0,24 0,234
Cholesterin (mg/dl) 2223 + 36,7 226,3 +48,3 0,745
Triglyzeride (mg/dl) 134,7 4+ 66,0 159,1 £ 71,3 0,211
LDL (mg/d1) 136,9 + 23,8 1442 + 41,2 0,403
HDL (mg/d1) 67,0 + 23,8 59,4 + 16,8 0,169
Glucose (mg/dl) 99,2 + 20,1 98,5 + 20,7 0,911
Leukozyten (G/) 6,7+ 1,8 6,1 £ 1,6 0,215
Lymphozyten % der Leukozyten) 252 +79 26,5+ 9,8 0,572
Monozyten 7,0 £42 6,7 + 3,7 0,800
(% der Leukozyten)

Neutrophile 64,2 +9,6 63,5 + 10,1 0,804
Granulozyten (% der Leukozyten)

Eosinophile 25+2,6 22+14 0,632
Granulozyten (% der Leukozyten)

Basophile 0,7+ 0,6 0,9 +0,8 0,531
Granulozyten (% der Leukozyten)

Erythrozyten (T/1) 4,74+ 0,42 4,7 + 0,46 0,630
Héamoglobin (g/di) 14,2 + 0,9 14,1 £ 1,0 0,614
Hamatokrit 0,42 + 0,03 0,42 + 0,03 0,565
Thrombozyten (G/1) 233,9 4+ 60,3 240,6 4+ 57,9 0,701
aPTT (s) 249+ 14 25,5+ 3,0 0,408
INR 1,1 £0,2 1,1 £0,3 0,783

Tabelle 7 Vergleich Screening- und Validierungskohorte - Kontrollpersonen. BMI = Body-Mass-
Index, KHK = Koronare Herzkrankheit, TIA = Transiente Ischamische Attacke, CRP = C-reaktives
Protein, GGT = Gamma-Glutamyl-Transferase, AST = Aspartat-Aminotransferase, ALT = Alanin-
Aminotransferase, LDL = Low Density Lipoprotein, HDL = High Density Lipoprotein, aPTT =
aktivierte partielle Thromboplastinzeit, INR = International Normalized Ratio. * = p<0,05.
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Screening Validierung p-Wert
n=20 n=40
InfarktgroBe 18,69 + 45,34 18,59 + 38,94 0,993
(Mittelwert in ml 4= SD)
Zeit bis Blutentnahme 3,94+ 3,6 6,07 44 0,0689
(Mittelwert in Stunden 4+ SD)
Thrombolyse (%; n) 35,7 47,5; 19 0,416
Rekanalisation (%; n) 0 5;2 0,548
Verstorben (%; n) 0 15;6 0,165
NIHSS Mittelwert + SD) 4,8 +5,4 6,7 5,7 0,214
mRS 0,398
0 (%; n) 5;1 2,5;1
1 (%;n) 40; 8 22.5;9
2 (%; n) 15;3 22,5;9
3 (%; n) 15;3 7,5;3
4 (%; n) 25;5 20; 8
5 (%; n) 0 12,5;5
betroffene Strombahn 0,540
anteriore Zirkulation (%; n) 70; 14 77,5; 31
posteriore Zirkulation (%; n) 20; 4 20; 8
beide Strombahnen (%; n) 10; 2 2,51
betroffene Hemisphiire 0,386
rechts (%; n) 30; 6 37,5; 15
links (%; n) 60; 12 60; 24
beidseits (%; n) 10; 2 2,5;1
TOAST-Klassifikation 0,734
1 (%;n) 25;5 35; 14
2 (%; n) 35,7 22,5;9
3 (%; n) 5:1 2,51
4 (%; n) 0 2,5;1
5 (%; n) 35,7 37,5; 15

Tabelle 8 Schlaganfallcharakterisierung, Vergleich von Sequenzierungs- und Validierungskohorte.
NIHSS = Schlaganfallskala der National Institutes of Health, mRS = modifizierte Rankin-Skala,
TOAST = Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment. * = p<0,05.
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3.2 RNA-Sequenzierung und Validierung mittels qRT-PCR

Die in Abschnitt 2.3 beschriebene Sequenzierung erbrachte den Nachweis von insgesamt 532
miRNAs mit mindestens fiinf Reads in den 40 Blutproben der Screening-Kohorte mit einem
Median von 8,1 Millionen Reads sowohl im Plasma von Patienten, als auch in den Proben der
gesunden Kontrollpersonen (Tiedt et al., 2017).

In zwei unabhiingig voneinander durchgefiihrten Normalisierungsschritten erwiesen sich 32
miRNAs als signifikant verschieden zwischen den beiden Gruppen, von denen im Vergleich
zu den gesunden Kontrollpersonen in den Proben der Schlaganfallpatienten vier erhéht und
28 erniedrigt waren (Tab. 9 und Tiedt et al., 2017).

i hsa-miR-99b-5p
hsa-miR-143-3p*

hsa-miR-125a-5p* hsa-miR-125b-5p*

(2 hsa-let-7b-3p hsa-let-7d-3p*
hsa-let-7i-5p hsa-miR-1
hsa-miR-17-3p hsa-miR-17-5p

hsa-let-7f-5p
hsa-miR-16-2-3p
hsa-miR-18a-3p

hsa-miR-18a-5p
hsa-miR-92a-3p
hsa-miR-130a-3p
hsa-miR-193a-5p
hsa-miR-532-5p
hsa-miR-3158-5p

hsa-miR-20a-5p
hsa-miR-101-3p
hsa-miR-140-3p
hsa-miR-378a-3p
hsa-miR-660-5p
hsa-miR-3184-5p

hsa-miR-26b-5p

hsa-miR-126-5p*
hsa-miR-181a-5p
hsa-miR-423-3p*
hsa-miR-3158-3p
hsa-miR-3688-3p

hsa-miR-3688-5p

Tabelle 9 Auflistung der in der RNA-Sequenzierung nachgewiesen verinderten miRNAs. {} = In der
Sequenzierungskohorte im Vergleich zur Kontrollgruppe erhoht; || = In der Sequenzierungskohorte
im Vergleich zur Kontrollgruppe erniedrigt. * = Auch in der Validierungskohorte im Vergleich zur
Kontrollgruppe signifikant verdandert. kursiv = Auch in der Validierungskohorte signifikant erhoht im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Siehe Tiedt et al. (2017).

In der Validierung durch qRT-PCR in einer Gruppe von je 40 Patienten und gesunden Kon-
trollpersonen konnten 22 der in Tabelle 9 aufgefiihrten 32 miRNAs nachgewiesen werden.
Lediglich sechs davon zeigten signifikant verdnderte Konzentrationen in der Schlaganfall-
gruppe (in der Tabelle mit * markiert, sieche Tiedt et al., 2017). miR-125a-5p, miR-125b-5p
und miR-143-3p wiesen wie in der RNA-Sequenzierung im Vergleich zur Kontrollgruppe bei
den Patienten eine signifikant erhohte Expression auf.

Dies konnte in der Gesamtkohorte (je 60 Patienten und Kontrollpersonen) bestitigt werden,
also in der Kombination der qRT-PCR-Ergebnisse der Screening- und Validierungskohorte
(Tiedt et al., 2017).

In Tiedt et al. (2017) konnte zudem nachgewiesen werden, dass diese drei miRNAs auch

in einer groferen Stichprobe bei Schlaganfallpatienten im Vergleich zu gesunden Kontroll-



40

personen und auch im Vergleich zu Patienten mit TIA nach Korrektur fiir verschiedene
konfundierende Variablen wie Alter, Geschlecht, arterielle Hypertension oder die Einnahme

von Thrombozytenaggregationshemmern signifikant erhoht waren.

3.3 Profil zirkulierender microRNA und potentielle Einflussfaktoren

Wie in Absatz 1.3 beschrieben war das Ziel dieser Arbeit die weitere Charakterisierung der
so identifizierten miRNAs hinsichtlich ihres Potentials als Biomarker fiir den ischamischen
Schlaganfall. Faktoren wie das kardiovaskulédre Risikoprofil der Patienten, die Thromboly-
setherapie mit rt-PA oder dir Grof3e des Infarkts wurden daher auf eine Assoziation mit den
miRNA-Konzentrationen untersucht. Gleichzeitig wurde iiberpriift, ob die miRNAs in der
Lage waren, zusiitzliche Fragestellungen wie die nach der Atiologie oder der genauen Dauer

der Ischiamie zu beantworten.

Da die meisten Patienten ab D2 mit Heparin behandelt wurden und bereits mehrfach gezeigt
worden war, dass Heparin die Ergebnisse der PCR verfélschen kann (Boeckel et al., 2013;
Kaudewitz et al., 2013), wurden die Proben von 32 Patienten (longitudinale Kohorte) mit

Heparinase behandelt wie unter 2.4 beschrieben.

Kopien/ul
10000 20000 30000 40000

0

I T T T T T

125a+ 125a- 125b+ 125b- 143+ 143-

Abbildung 3 Vergleich der miRNA-Konzentrationen an D1 mit und ohne Heparinase mit Angabe der
signifikanten Unterschiede (* = p<0,05, *** = p<0,001). +/- = Ergebnisse mit/ohne Heparinase.

Im direkten Vergleich der PCR-Ergebnisse der Proben des Aufnahmetags mit und ohne Zusatz
von Heparinase in der longitudinalen Kohorte erwiesen sich die miRNA-Konzentrationen in
den unbehandelten Proben fiir miR-125a-5p und miR-125b-5p als signifikant hoher als in den
mit Heparinase versetzten Proben (t(36,4)=3,47, p=0,00137 beziehungsweise t(34,5)=4,28,
p=0,000140, Abb. 3). Fiir miR-143-3p ergab sich kein signifikanter Unterschied.
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Wegen des hier gezeigten Einflusses von Heparinase auf die Ergebnisse der PCR wurden fiir
die longitudinalen Analysen die Werte der mit Heparinase behandelten Proben (longitudinale
Kohorte, 32 Patienten) herangezogen.

Wurden nur die Werte vom Aufnahmetag betrachtet, wurden die Werte der Gesamtkohorte
herangezogen, um eine grofere Stichprobe zu erhalten. Hierfiir wurden die Ergebnisse der in

Screening- und Validierungskohorte durchgefiihrten qRT-PCR kombiniert.

3.3.1 Patientenabhingige Faktoren
3.3.1.1 Demographie

Das mittlere Alter in der longitudinalen Kohorte betrug 71,9 £ 13,5 Jahre, in der Gesamtko-
horte 74,7 4+ 12,5 Jahre. Es konnte weder am Aufnahmetag, noch im Verlauf eine Korrelation
des Alters mit den miRNA-Konzentrationen nachgewiesen werden (Abb. 4).

Auch zwischen den Geschlechtern konnte weder im Verlauf (longitudinale Kohorte mit 15
Frauen und 17 Ménnern), noch am Aufnahmetag (Gesamtkohorte mit jeweils 30 Frauen und
Minnern) ein signifikanter Unterschied in den Konzentrationen der drei miRNAs festgestellt
werden (Abb. 4).

3.3.1.2 Vorerkrankungen und kardiovaskulire Risikofaktoren

Keinen Zusammenhang mit den miRNA-Konzentrationen (p>0,05 im Friedman-Test) zeig-
ten in der longitudinalen Kohorte die kardiovaskulidren Risikofaktoren (Raucheranamnese,
positive Familienanamnese, BMI, arterielle Hypertonie, Hypercholesterindmie, Diabetes mel-
litus Typ II) und Vorerkrankungen (Vorhofflimmern, KHK, pAVK, Schlaganfall, maligne
Erkrankung), sowie die Einnahme von ASS. Die Berechnungen konnten fiir Herzinfarkt und
TIA nicht durchgefiihrt werden, da es in diesen Féllen nur einen, beziehungsweise keinen
Patienten gab, der diese Frage mit ,,ja* beantwortet hatte.

Fiir den BMI ergab sich hier ebenfalls keine signifikante Korrelation mit miR-125a-5p und
miR-125b-5p (p>0,05). Es konnte jedoch fiir miR-143-3p an D3 eine zwar nicht signifikante,
aber mittelstarke (definiert nach Cohen als t> |0,3]|) negative Korrelation mit dem BMI
(t=-0,33, p=0,0669) und an D7 eine signifikante negative Korrelation (t=-0,51, p=0,00623)
nachgewiesen werden.

Zudem zeigte sich ein Konzentrationsunterschied zwischen Patienten mit und ohne Adipositas
fiir miR-125b-5p und miR-143-3p (miR-125b-5p: Friedman X?(9)=18,2, p=0,0329; miR-143-
3p: Friedman X 2(9)=17,O4, p=0,0482). An D2 waren die Werte beider miRNAs signifikant
hoher in der Gruppe mit Adipositas (miR-125b-5p: p=0,00062, miR-143-3p: p=0,0149). Im
Gegensatz dazu ergaben sich an D3 fiir mir-125b-5p in der Gruppe ohne Adipositas signifikant
hohere Werte (p=0,00598, Abb. 5).

Auch in der Gesamtkohorte ergab sich fiir miR-125a-5p kein signifikanter Zusammenhang mit

den kardiovaskuliren Risikofaktoren, Vorerkrankungen oder der Vormedikation (p>0,05 im
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Abbildung 4 Darstellung der miRNAs abhingig von Alter und Geschlecht exemplarisch an D1 in der
longitudinalen Kohorte. Regressionsmodelle mit Darstellung des 95%-Konfidenzintervalls. miR-125a-
5p: RSE(30)=434, F=1,66, p=0,207; miR-125b-5p: RSE(30)=1212, F=1,12, p=0,298; miR-143-3p:

RSE(30)=7349, F=0,63, p=0,433 mit RSE = Standardschitzfehler.
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Abbildung 5 Darstellung der miRNAs abhingig von Adipositas in der longitudinalen Kohorte. *<0,05,
**<0,01, ***<0,001. +/- = Ergebnisse mit/ohne Adipositas.
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Abbildung 6 Darstellung der miRNAs abhingig von Vorerkrankungen und Vormedikation in der
Gesamtkohorte. *<0,05. +/- = Ergebnisse mit/ohne Einnahme von ASS in den 4 Wochen vor Aufnahme
beziehungsweise mit/ohne Schlaganfall in der Vorgeschichte.



44

Student’s t- beziehungsweise Welch-Test). Fiir miR-125b-5p zeigten sich jedoch signifikant
hohere Werte fiir Patienten ohne Schlaganfall in der Vorgeschichte als fiir Patienten, die bereits
einen Schlaganfall erlitten hatte (t(58)=-2,16, p=0,0349, Abb. 6). Fiir miR-143-3p ergaben
sich signifikant hohere Werte in der Patientengruppe, die kein ASS eingenommen hatte
(t(57)=-2,02, p=0,0479, Abb. 6). Die iibrigen Risikofaktoren inklusive BMI und Adipositas,
sowie die Vorerkrankungen und die Vormedikation wiesen keinen Zusammenhang mit den
miRNA-Konzentrationen auf.

Schlaganfille oder die Einnahme von ASS in der Anamnese zeigten also einen Zusammenhang
mit den miRNA-Werten am Aufnahmetag, wihrend der BMI mit den Werten im Verlauf
korrelierte.

3.3.1.3 Blutdruck bei Aufnahme

Ein erhohter Blutdruck in der Akutsituation konnte zum Beispiel durch Zelltod bei Organ-
schidigung zu einer unkontrollierten Freisetzung von miRNAs fiithren, sodass moglicherweise
deren Profil durch hypertensive Blutdruckwerte verfédlscht wird. Daher wurde der Blutdruck
bei Aufnahme fiir alle Patienten bestimmt.

In der longitudinalen Kohorte zeigten die Patienten einen mittleren Blutdruck von 165,7 /
88,6 mmHg, 58,1% zeigten hypertensive Werte, 25,8% eine hypertensive Entgleisung.

Die Berechnung einer Rangkorrelation nach Kendall ergab in der longitudinalen Kohorte
keinen Hinweis auf einen signifikanten Zusammenhang der miRNA-Konzentrationen mit den
systolischen und diastolischen Blutdruckwerten bei Aufnahme (p>0,05).

Da hier nur der Blutdruck des Aufnahmetags betrachtet wurde, wurde auch die Gesamtko-
horte als groflere Stichprobe tiberpriift. Hier zeigte sich ein mittlerer Blutdruck von 167,7 /
88,7 mmHg und ebenfalls kein signifikanter Zusammenhang mit den miRNA-Konzentrationen
(p>0,05).

3.3.1.4 Laborwerte

Einige miRNAs hingen mit verschiedenen Laborparametern zusammen, so unter anderem
mit HDL, CRP oder verschiedenen Zellen des Blutes (Allantaz et al., 2012; Vickers et al.,
2011; Willeit et al., 2013; Wu et al., 2018). Aus diesem Grund wurde in der longitudinalen
Kohorte iiberpriift, ob die Werte des Aufnahmetags einen Einfluss auf den Verlauf der
miRNA-Konzentrationen haben. Zudem wurden die miRNA-Konzentrationen jeden Tages
(D1-90) auf einen Zusammenhang mit den Laborparametern vom selben Tag getestet. Fiir
den Aufnahmetag wurden hier zusétzlich die Werte der Gesamtkohorte verwendet, um die
gleichen Berechnungen mit einer groferen Stichprobe durchfiihren zu konnen.

Insgesamt ergaben sich nur fiir zwei Laborwerte signifikante Zusammenhinge mit den
miRNAs. Zum Einen handelte es sich um Albumin, das an D3 eine negative Beziehung

mit miR-125a-5p zeigte (1=-0,38, p=0,0359) und als Risikofaktor fiir einen ischdmischen
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Abbildung 7 Regressionsmodelle fiir die signifikante Korrelation von miR-125a-5p mit dem Al-
buminwert in der longitudinalen Kohorte an D3 mit Darstellung des 95%-Konfidenzintervalls
(RSE(28)=196,2, F=8,17, p=0,00796 mit RSE = Standardschétzfehler), sowie fiir die signifikante Kor-
relation von miR-143-3p mit der aPTT (= aktivierte partielle Thromboplastinzeit) am Aufnahmetag in
der Gesamtkohorte mit Darstellung des 95%-Konfidenzintervalls (RSE(56)=3885, F=5,69, p=0,0205,
ein extremer Ausreifler (aPTT=138s) wurde entfernt).

Schlaganfall und ein schlechteres Outcome gilt (Abubakar et al., 2013; Kisialiou et al., 2012;
Xuetal., 2014). In Abbildung 7 ist das Modell der linearen Regression dieses Zusammenhangs
dargestellt.

Zum Anderen konnte am Aufnahmetag in der groBeren Gesamtkohorte eine signifikante nega-
tive Korrelation der aktivierten partiellen Thromboplastinzeit (aPTT) mit den Konzentrationen
von miR-125a-5p (1=-0,26, p=0,0419) und miR-143-3p (7=-0,29, p=0,0265) nachgewiesen
werden, nicht jedoch mit miR-125b-5p. Der Zusammenhang der aPTT mit miR-125a-5p ergab
kein signifikantes Regressionsmodell. In Abbildung 7 ist das quadratische Regressionsmodell
fiir den Zusammenhang mit miR-143-3p dargestellt, welches eine hohere Giite aufwies als
das lineare.

Einen signifikanten Zusammenhang mit den miRNA-Konzentrationen am Aufnahmetag
zeigte also nur die aPTT, wihrend der Albuminwert einen Zusammenhang mit den miRNA-

Konzentrationen im Verlauf aufwies.

3.3.2 Thrombolysetherapie mit rt-PA

Bisher ist die Wirkung von rt-PA auf die hier identifizierten miRNAs unbekannt. Daher
wurden die miRNA-Konzentrationen in den beiden Gruppen mit und ohne Lysetherapie
verglichen.

In der longitudinalen Kohorte ergab sich kein Unterschied zwischen den miRNA-Konzentra-

tionen der Gruppen mit (13 Patienten) und ohne Thrombolysetherapie (Abb. 8).
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In der Gesamtkohorte waren 26 Patienten mit rt-PA behandelt worden, auch in dieser Kohorte
ergab sich kein Unterschied in den miRNA-Konzentrationen zwischen den beiden Gruppen
(p>0,05 im Student’s t- beziehungsweise Welch-Test).

3.3.3 Zeitlicher Verlauf
3.3.3.1 Verlauf und Zusammenhang der microRNA

Um die drei miRNAs als Biomarker nutzen zu konnen, sollte deren zeitlicher Verlauf auch
im Vergleich mit gesunden Kontrollpersonen nach dem akuten Ereignis bekannt sein, um
bei einem erneuten Schlaganfall die miRNAs richtig interpretieren zu konnen. Es wurde
bereits gezeigt, dass miRNAs teilweise noch ein halbes Jahr nach Schlaganfall verindert
waren (Sepramaniam et al., 2014).

Wie in Abbildung 9 dargestellt ergaben sich signifikant unterschiedliche Werte iiber die
Zeit und im Vergleich mit der Kontrollgruppe (miR-125a-5p: Friedman X?2(5)=25,615,
p=0,000106; miR-125b-5p: Friedman X2(5)=17,527, p=0,00360; miR-143-3p: Friedman
X?2(5)=22,231, p=0,000473)).

Die Konzentrationen von miR-125a-5p an D1 waren bei den Patienten im Vergleich zu den
Kontrollpersonen deutlich hoher und blieben bis D90 auf einem relativ stabilen Level erhoht.
Auch miR-125b-5p und miR-143-3p zeigte die initiale Erhdhung an D1. Nach einer Senke
an D2 und D3 stiegen die Konzentrationen wieder, um sich an D90 ebenfalls auf einem im

Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhthten Level einzupendeln.

Da die miRNA-Konzentrationen von vielen Faktoren beeinflusst werden, ist es nicht sinnvoll
nur eine einzelne miRNA als Diagnostikum zu verwenden. Der Konzentrationsverlauf einer
Kombination von mehreren definierten miRNAs konnte eine Verfdlschung durch solche
Einflussfaktoren dagegen ausgleichen.

Die Beobachtung, dass alle drei miRNAs ein recht dhnliches Verlaufsmuster zeigten, lie3
sich durch den Nachweis teils starker positiver Korrelationen der miRNAs untereinander an
verschiedenen Tagen stiitzen (fiir die Modelle der signifikanten Korrelationen siehe Abb. 10,
11, 12 und 13).

So konnten fiir miR-125a-5p und miR-125b-5p signifikante Korrelationen an D1 (7=0,51,
p=0,00269), D2 (==0,87, p<0,0001), D3 (t=0,56, p=0,000772) und D90 (t=0,69, p=0,00207)
nachgewiesen werden. Fiir miR-125a-5p und miR-143-3p zeigte sich an D2 ein signifikanter
positiver Zusammenhang (t=0,56, p<0,0001). Auch miR-125b-5p und miR-143-3p wiesen
einen signifikanten Zusammenhang an D1 (7=0,54, p=0,00148) und D2 (7t=0,54, p<0,0001)
auf.
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Abbildung 9 Zeitlicher Verlauf der miRNA-Konzentrationen im Verhiltnis zur Kontrollgruppe. .<0,1,
*< 0,05, *¥*<0,01, ***<0,001. AusreiBer sind nicht mit abgebildet. K=Kontrollen.
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Abbildung 11 Regressionsmodelle fiir die signifikanten Korrelationen der Konzentrationen von miR-
125a-5p und miR-125b-5p mit Darstellung des 95%-Konfidenzintervalls. D3: RSE(30)=151,5, F=27,51,
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Abbildung 12 Regressionsmodell fiir die signifikante Korrelation der Konzentrationen von miR-
125a-5p mit miR-143-3p mit Darstellung des 95%-Konfidenzintervalls. RSE(30)=262,8, F=13,12,
p=0,00107 mit RSE = Standardschitzfehler.
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Abbildung 13 Regressionsmodelle fiir die signifikanten Korrelationen der Konzentrationen von miR-
125b-5p mit miR-143-3p mit Darstellung des 95%-Konfidenzintervalls. D1: RSE(30)=606,8, F=86,78,
p<0,0001; D2: RSE(30)=272,3, F=13,58, p=0,0009 mit RSE = Standardschétzfehler.
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3.3.3.2 Zeit zwischen Symptombeginn und Blutentnahme

Die Zeit, die zwischen dem Beginn der Symptome und der Blutentnahme in der Notaufnahme
verging, konnte einerseits die miRNA-Konzentrationen verdndern und damit deren Interpreta-
tion erschweren. Andererseits konnte bei einem Zusammenhang moglicherweise der Zeitpunkt
des Schlaganfalls im Sinne einer zusitzlichen Fragestellung aus den miRNA-Konzentrationen
abgelesen werden, um die Entscheidung fiir oder gegen eine Thromboylsetherapie zu erleich-
tern.

Diese Zeit betrug in der longitudinalen Kohorte 5,98 + 5,13 Stunden. Es konnte kein Zu-
sammenhang mit den miRNAs im Verlauf nachgewiesen werden, auch am Aufnahmetag war
in der Gesamtkohorte (mittlere Zeit 5,36 + 4,27 Stunden) kein Zusammenhang erkennbar
(jeweils p>0,05 in der Rangkorrelation nach Kendall).

Wurde zwischen Patienten unterschieden, die im Thrombolyse-Zeitfenster von 4,5 Stunden
aufgenommen wurden und denen, die erst spiter in der Notaufnahme ankamen, zeigte sich
weder am Aufnahmetag (Gesamtkohorte), noch im Verlauf (longitudinale Kohorte) ein Unter-
schied in den miRNA-Konzentrationen zwischen diesen beiden Gruppen (p>0,05 im Student’s

t-Test beziehungsweise Friedman-Test).

3.3.4 Schlaganfall-Charakteristika
3.3.4.1 Infarktvolumen

In Tiedt et al. (2017) konnte bereits gezeigt werden, dass die drei hier untersuchten miRNAs
vermutlich thrombozytiren und nicht neuronalen Ursprungs sind. Trotzdem ist bei einer
zerebralen Ischidmie mit entsprechendem Zelluntergang und umgebender Entziindungsreaktion
ein Einfluss der Infarktgrof3e auf zirkulierende miRNAs denkbar. Ebenso besteht natiirlich die
Moglichkeit, dass von der Konzentration der miRNAs auf die Groe des Infarkts geschlossen
werden konnte.

Am Aufnahmetag konnte jedoch in der Gesamtkohorte (mittleres Infarktvolumen von 18,62 ml
+ 40,79 ml) kein Zusammenhang der miRNA-Konzentrationen mit dem Infarktvolumen
nachgewiesen werden (p>0,05 in der Rangkorrelation nach Kendall).

Im Verlauf (longitudinale Kohorte mit mittlerem Volumen von 19,40 ml 4 44,43 ml) konnte
eine zwar signifikante, aber nur schwache positive Korrelation des Infarktvolumens mit der
Konzentration von miR-125a-5p an D3 (7=0,35, p=0,0490) gezeigt werden, sonst ergaben

sich ebenfalls keine statistisch signifikanten Zusammenhénge (Abb. 14).
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Abbildung 14 Regressionsmodell fiir die signifikanten Korrelation von miR-125a-5p an D3 mit
dem Infarktvolumen. Um eine Normalverteilung zu erreichen, wurden die Werte des Volumens
logarithmisiert. RSE(30)=174,8, F=8,86, p=0,00573 mit RSE = Standardschétzfehler.

3.3.4.2 Klinischer Schweregrad

Als MaB3 des Schweregrads eines Schlaganfalls kann neben der GroBe des Infarkts auch die
neurologische Symptomatik verwendet werden. Hierfiir wurden die beiden oben erlduterten
Skalen NIHSS und mRS angelegt.

In der longitudinalen Kohorte hatten 56,3% der Patienten einen leichten Schlaganfall erlitten
(NIHSS 2 £ 1,3), 34,4% einen mittelschweren (NIHSS 7,5 + 2,4) und 9,4% einen schweren
(NIHSS 19 + 2,6). Nach der mRS waren am Aufnahmetag 62,5% leicht (mRS < 2) und
37,5% schwer (mRS > 2) betroffen.

Fiir miR-125a-5p ergaben sich keine statistisch signifikanten Zusammenhénge mit der NIHSS
oder mRS im Verlauf. An D2 zeigte sich dagegen eine positive Korrelation der Konzentration
von miR-125b-5p mit der NIHSS (7=0,39, p=0,0258) und an D7/E mit der mRS (7=0,56,
p=0,00576). Auch fiir miR-143-3p an D2 ergab sich ein signifikanter Zusammenhang mit
der NIHSS an D2 (1=0,44, p=0,0123), zudem wies miR-143-3p an D3 eine signifikante
Korrelation mit der mRS (7=0,53, p=0,00186) auf. In Abbildung 15 ist der Zusammenhang
zwischen miR-143-3p und der NIHSS an D2 dargestellt, fiir die tibrigen Korrelationen waren
die Regressionsmodelle nicht signifikant.

In einer multivariaten Analyse mittels GLMM in der longitudinalen Kohorte zeigte sich iiber-
raschenderweise jedoch keine signifikante Assoziation der drei miRNAs mit den Schlaganfall-
Skalen. Lediglich die mRS zeigte tendenziell einen geringen positiven Zusammenhang mit
miR-125b-5p (Estimate=0,17, p=0,0737) und die pmRS einen ebensolchen mit miR-125a-5p
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Abbildung 15 Regressionsmodell fiir die signifikante Korrelation von miR-143-3p an D2 mit der
NIHSS an D2. RSE(30)=787,3, F=10,24, p=0,00324 mit RSE = Standardschitzfehler.

und miR-143-3p (Estimate=0,93, p=0,0974 beziehungsweise Estimate=0,80, p=0,0880). Fiir
miR-143-3p zeigten sich signifikante Interaktionen zwischen den Skalen (NIHSS - pmRS
p=0,0197, Interaktion aller drei Skalen p=0,0206), so dass die Ergebnisse mit Vorsicht zu
interpretieren sind.

Um die Berechnungen in einer groferen Stichprobe durchfiihren zu konnen, wurden die
Werte der Gesamtkohorte ebenfalls tiberpriift. Es ergab sich eine dhnliche Verteilung schwerer,
mittelschwerer und leichter Schlaganfille nach NIHSS und mRS wie in der longitudinalen
Kohorte. Korrelationen zwischen den miRNA und den Skalen zeigten sich hier nicht.

In einem GLMM mit den Daten vom Aufnahmetag fiel allerdings eine signifikante negative
Assoziation der NIHSS mit miR-125a-5p (Estimate=-0,21, p=0,0381) auf, auch fiir die pmRS
konnte eine negative Assoziation mit miR-125b-5p (Estimate=-1,40, p=0,0121) und miR-
143-3p (Estimate=-1,92, p=0,0111) nachgewiesen werden. Die mRS schien nicht mit den
miRNA-Konzentrationen assoziiert zu sein. Auch hier bestanden signifikante Interaktionen
zwischen den Faktoren fiir miR-125b-5p (mRS - pmRS p=0,0287) und miR-143-3p (mRS -
pmRS p=0,0159, NIHSS - pmRS p=0,0465, Interaktion aller drei Skalen p=0,0223).
Insgesamt konnten hier Hinweise auf Assoziationen aller drei miRNA mit dem klinischen
Schweregrad nach NIHSS und mRS festgestellt werden.

Anhand der mRS wurde weiter iiberpriift, ob ein Zusammenhang der miRNA-Konzentra-
tionen des Aufnahmetags mit dem Outcome der Patienten drei Monate nach Schlaganfall

besteht. Da nicht fiir alle Patienten ein mRS-Wert an D90 vorlag, wurde mit den Werten
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der Gesamtkohorte gerechnet, um eine gro3ere Stichprobe nutzen zu konnen. Im Vergleich
der an D90 wenig (mRS<2) oder schwer (mRS>2) betroffenen Patienten ergab sich kein
signifikanter Unterschied (p>0,05 im Student’s t- beziehungsweise Welch-Test).

Die gleichen Berechnungen konnen auch mit der NIHSS an D90 angestellt werden, auch
hier scheinen die initialen miRNA-Konzentrationen jedoch nicht mit dem Outcome an D90

zusammen zu hingen.

3.3.4.3 Atiologie und Lokalisation

Auch die Atiologie oder die Lokalisation des Schlaganfalls konnten einen Einfluss auf
zirkulierende miRNAs haben. Ebenso ist es aber vorstellbar, dass miRNA-Konzentrationen
auf die Atiologie oder Lokalisation hinweisen konnten.

Die hiufigste Atiologie nach TOAST-Klassifikation in der longitudinalen Kohorte war die
Makroangiopathie (Klasse 1, 31,25%), bei ebenso vielen Patienten war die Atiologie nicht
bestimmbar (Klasse 5). Insgesamt 28,13% hatten eine kardiale Embolie (Klasse 2) erlitten,
6,25% eine mikroangiopathische Ischdmie (Klasse 3) und 3,13% einen Schlaganfall mit
anderer definierter Atiologie (Klasse 4). In zwei Dritteln der Fille (65,63%) war die linke
Hemisphire und in 80% der Fille die anteriore Strombahn betroffen.

In einem GLMM konnte hier eine Assoziation der Atiologie nach TOAST-Klassifikation,
sowie der betroffenen Strombahn mit allen drei miRNAs gezeigt werden. Tendenziell zeigten
sich in TOAST-Klasse 1 und 2 hohere Werte als in den anderen Klassen, die Stichprobe ist
jedoch zu klein, um reliable Aussagen zu treffen. Die betroffene Hemisphére hatte keinen
Einfluss auf die zirkulierenden miRNAs (Tab. 10). Auch in diesem Modell hatte sich fiir
miR-125a-5p eine signifikante Interaktion von betroffener Hemisphére und Stromgebiet
ergeben (p=0,003229).

Parameter miRNA 2%, p

TOAST miR-125a-5p x%(4)=10,48, p=0,0331*
miR-125b-5p x%(4)=16,38, p=0,00255%*
miR-143-3p x2(4) 10,20, p=0,0373*

Stromgebiet miR-125a-5p 2%(2)=6,24, p=0,0441%*
miR-125b-5p x%(2)=10,07, p=0,00652*
miR-143-5p x%(2)=6,39, p=0,0409*

Hemisphiire miR-125a-5p 2%(1)=0,90, p=0,344
miR-125b-5p x%(1)=1,26, p=0,263
miR-143-3p x%(1)=0,44, p=0,505

Tabelle 10 Ergebnisse des GLMM zu Atiologie und Lokalisation in der longitudinalen Kohorte.
ANOVA nach GLMM bei nominalskalierten Variablen. * = p<0,05.
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Eine dhnliche Verteilung von Atiologie und Lokalisation fand sich auch in der Gesamtkohorte,
deren Werte fiir die Berechnungen vom Aufnahmetag herangezogen wurden. Hier ergab
sich in einem GLMM jedoch kein Hinweis auf einen Zusammenhang der Atiologie oder der

Lokalisation mit den Konzentrationen der miRNAs am Aufnahmetag (p>0,05).
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4 Diskussion

In Tiedt et al. (2017) wurden drei miRNAs identifiziert, die groes Potential als Biomarker
fiir den ischdmischen Schlaganfall zeigen: miR-125a-5p, miR-125b-5p und miR-143-3p.
Das Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung klinischer und laborchemischer Faktoren,
die mit den Konzentrationen dieser drei miRNAs im Plasma von Patienten mit akutem
ischamischem Schlaganfall assoziiert waren. Einerseits diente dies der Erfassung potentieller
Fehlerquellen bei der Nutzung des Biomarkers, andererseits sollte iiberpriift werden, ob die
miRNAs zusitzliche Fragestellungen wie die nach der GroBe des Infarkts oder der Atiologie

beantworten konnten.

4.1 Allgemeines zu Studiendesign und Population

Vorteile dieser Studie sind der prospektive Einschluss von Patienten, sowie der festgelegte
Zeitplan mit einer ersten Probenentnahme sofort nach Ankunft der Patienten in der Notauf-
nahme und maximal 24 Stunden nach Symptombeginn, sowie das Follow-up bis 90 Tage
nach Ereignis. Zusitzlich wurden durch Anwendung zweier verschiedener Methoden zur
Isolierung von miRNAs (RNA-Sequencing und qRT-PCR) potentielle Beeintrichtigungen
durch die Art der Analysen ausgeglichen (Tiedt et al., 2017). Insgesamt wurde fiir diese Arbeit
nur mit einem relativ kleinen Teil der Studienpopulation gearbeitet, es wurde jedoch bereits
eine Validierungsstudie mit groBerer Fallzahl durchgefiihrt (Tiedt et al., 2017).

Die Haufigkeit der in unseren Studienkohorten abgefragten kardiovaskulidren Risikofaktoren
ist zudem mit der verschiedener Patientenkollektive aus anderen und meist groferen Schlagan-
fallstudien relativ gut vergleichbar, so dass die Kohorten hier als addquate Stichprobe gelten
konnen (Kulesh et al., 2010; Luengo-Fernandez et al., 2013; Palm et al., 2012; Thomalla
et al., 2020).

Die Studienpopulation zeigte sich zudem im Vergleich mit dem bundesdeutschen Durchschnitt
reprasentativ fiir die Allgemeinbevolkerung beziiglich Risikofaktoren wie Nikotinkonsum
(Robert-Koch-Institut (Hrsg.), 2015), Ubergewicht und Adipositas (World Health Organizati-
on, 2000) oder Hypercholesterinimie (Scheidt-Nave et al., 2013).

Der Anteil der Patienten mit arterieller Hypertonie liegt mit etwa 80% nach Neuhauser et al.
(2016) etwas tiber den Werten im bundesdeutschen Durchschnitt (Robert-Koch-Institut (Hrsg.),
2015), auch die Privalenz des Diabetes mellitus Typ II liegt etwas iiber dem Durchschnitt
von 7,2% (Heidemann et al., 2013; Heidemann and Scheidt-Nave, 2017; Robert-Koch-Institut
(Hrsg.), 2015). Dies kann durch die Tatsache zu erkliren sein, dass unsere Kohorte einen
deutlich hoheren Altersdurchschnitt als die Allgemeinbevélkerung aufwies und die Haufigkeit
dieser Erkrankungen mit dem Alter zunimmt. Zudem handelt es sich um Schlaganfallpatienten,
die im Allgemeinen ein deutlich hoheres kardiovaskulires Risiko haben.

Die Anzahl der Patienten mit Zustand nach Herzinfarkt oder Schlaganfall beziehungsweise

TIA und bekannter KHK spiegelt in unserer Studie aufgrund der Selektion der Studien-
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gruppen naturgemdf nicht die Verbreitung in der Bevolkerung wieder (Busch et al., 2013;
GoBwald et al., 2013). Zum einen galt initial eine kardiovaskulédre Vorerkrankung als Aus-
schlusskriterium (deutlich geringere Zahlen in der Screening-Kohorte), zum anderen ist in der
Validierungskohorte eine andere Altersverteilung anzunehmen als in der Allgemeinbevdlke-
rung, was die Privalenz erhohen diirfte. Zudem handelt es sich bei unserer Stichprobe um
Schlaganfallpatienten, die entsprechend bereits ein hoheres kardiovaskuléres Risiko aufwie-
sen. Auch die Beobachtung, dass etwa 10% der Schlaganfallpatienten ein Rezidiv erleiden,
kann die groBere Haufigkeit in der Validierungskohorte erklidren (Kolominsky-Rabas et al.,
2001; Robert-Koch-Institut (Hrsg.), 2015).

Die Unterschiede in der Priavalenz kardiovaskuldrer Risikofaktoren und Vorerkrankungen
zwischen den Patienten und den gesunden Kontrollpersonen in dieser Studie sind dhnlichen
Griinden zuzuschreiben. So lagen typische Risikofaktoren fiir einen Schlaganfall wie die
arterielle Hypertonie, das Vorhofflimmern und die pAVK in der Patientengruppe hiufiger vor
(Aboyans et al., 2017; Hankey, 2017). Da die kardiale Embolie vor allem durch Vorhofflim-
mern neben der Arteriosklerose eine der hdufigsten Ursachen des ischdmischen Schlaganfalls
ist, verwundert es nicht, dass in der Patientengruppe deutlich hdufiger Vorhofflimmern bereits
bekannt war oder wihrend des stationdren Aufenthalts diagnostiziert wurde (Kolominsky-
Rabas et al., 2001; O’Donnell et al., 2016; Palm et al., 2012).

Die erhohten Entziindungsparameter wie CRP und Leukozyten bei den Patienten lassen sich
durch die ischamiebedingte Inflammation erkldren (Anuk et al., 2002; E1Ali and Jean LeBlanc,
2016; Smith et al., 2004), die signifikant hohere Glucose ldsst sich vermutlich als Stresshy-
perglykédmie einordnen (Capes et al., 2001). Niedrige Albuminwerte sind ein Risikofaktor
fiir einen ischdmischen Schlaganfall und korrelieren zudem mit einem schlechteren Outcome
und einem groBeren Infarktvolumen, wie mehrere Studien zeigen konnten (Abubakar et al.,
2013; Kisialiou et al., 2012; Xu et al., 2014). Auch eine niedrige AST korreliert mit einem
schlechteren Outcome (Campos et al., 2011). Die insgesamt niedrigeren Werte im Lipidstatus
der Patienten (Gesamtcholesterin, Triglyceride und LDL) mogen durch den hoheren Bekannt-
heitsgrad in der Gruppe der Patienten mit kardiovaskuldren Vorerkrankungen und in der Folge
hoheren Anteil therapierter Dyslipidamien begriindet sein (Scheidt-Nave et al., 2013). Das
HDL ist ein im Gegensatz zu den gerade genannten Werten negativ mit dem Risiko korreliert,
ein niedrigerer Wert in einer Gruppe von Schlaganfallpatienten passt zu dieser Annahme
(Prospective Studies Collaboration, 2007).

4.2 Wirkung der verschiedenen Einflussfaktoren
4.2.1 Demographie

Die demographischen Faktoren Alter und Geschlecht zeigten in dieser Kohorte keinen Einfluss
auf die zirkulierenden miRNAs. Zu diesem Ergebnis kamen auch andere Studien, in denen

unter anderem miR-125b-2* bei Schlaganfallpatienten im Vergleich zu Kontrollpersonen
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verdndert nachgewiesen wurde. Diese Verdnderung war jedoch in diesen Studien unabhingig
von Patientenalter und -geschlecht (Long et al., 2013; Modak et al., 2019; Sepramaniam et al.,
2014).

4.2.2 Vormedikation

Wie schon in anderen Studien gezeigt, beeinflusst auch hier die Gabe von Heparin die
Ergebnisse der PCR (Boeckel et al., 2013; Kaudewitz et al., 2013). Dieses Problem wurde
jedoch durch die Behandlung der Proben mit Heparinase vor den Analysen gelost.

In Tiedt et al. (2017) hatte sich zudem die Einnahme von Thrombozytenaggregationshemmern
wie Aspirin als Variable mit relevantem Einfluss auf die Konzentration der miRNAs erwiesen.
Auch in dieser Arbeit war eine deutlich niedrigere Konzentration von miR-143-3p in der
Patientengruppe aufgefallen, die Aspirin in den vier Wochen vor Aufnahme eingenommen
hatte.

Das Ergebnis steht im Einklang mit den Ergebnissen von de Boer et al. (2013). Die Autoren
konnten hier einerseits zeigen, dass die thrombozytire miRNA miR-126 bei der Aktivierung
von Thrombozyten freigesetzt wird und dass andererseits diese Freisetzung durch die aspirin-
bedingte Hemmung reduziert wird. Auch Willeit et al. (2013) konnten nachweisen, dass die
Plasmakonzentrationen verschiedener miRNAs thrombozytdren Ursprungs bei Einnahme von
Thrombozytenaggregationshemmern wie Aspirin und Prasugrel deutlich erniedrigt waren; der
Effekt war dosisabhéngig.

Dass auch miR-143-3p thrombozytdren Ursprungs ist, wurde in Tiedt et al. (2017) und
Elgheznawy et al. (2015) nachgewiesen. Es liegt hier also die Vermutung nahe, dass diese
deutliche Abnahme der Konzentration von miR-143-3p im Plasma durch die Hemmung der
Thrombozytenaktivierung durch Aspirin und die daraus resultierende geringere Freisetzung
von miR-143-3p verursacht ist.

Auf die anderen beiden miRNAs schien die Einnahme von Aspirin hier jedoch keinen Einfluss
zu haben. Die Kombination dreier miRNAs scheint also ein guter Ansatz, diesen Einflussfaktor

zu vermeiden.

4.2.3 Kardiovaskulire Risikofaktoren und Vorerkrankungen

Wie in der Einleitung beschrieben, konnen verschiedene kardiovaskulidre Risikofaktoren eine
Verdnderung der zirkulierenden miRNAs verursachen (Creemers et al., 2012; Huang et al.,
2018). Auch ein direkter Zusammenhang mit den Blutdruckwerten ist beispielsweise fiir
miR-21 bekannt (Kriegel et al., 2015; Li et al., 2016).

Fiir die hier untersuchten miRNAs, vor allem fiir miR-143, hatten sich ebenfalls Hinweise auf
eine Beteiligung an der Regulation des Blutdrucks ergeben (Deng et al., 2015a; Kontaraki
et al., 2014; Kriegel et al., 2015). Auch in Tiedt et al. (2017) hatte sich eine bestehende arteriel-

le Hypertonie als konfundierende Variable erwiesen. In der vorliegenden Arbeit zeigten jedoch
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erfreulicherweise weder der systolische oder diastolische Blutdruck bei Aufnahme, noch eine
vorbestehende arterielle Hypertonie einen Einfluss auf die miRNA-Konzentrationen. Eine
Verfilschung der miRNA-Konzentrationen beispielsweise durch hypertone Blutdruckwerte

bei Aufnahme ist daher nicht anzunehmen.

Im Gegensatz dazu schien das Korpergewicht einen deutlichen Einfluss auf das Profil zirkulie-
render miRNAs zu haben. So konnte eine negative Korrelation von miR-143-3p mit dem BMI
gezeigt werden, wie sie auch schon in Keller et al. (2011) beschrieben ist. Die Expression von
miR-143-3p ist zwar in der Differenzierung von Vorgéngerzellen zu reifen Fettzellen erhoht,
in Fettzellen adiposer Mause oder Menschen jedoch deutlich erniedrigt (Keller et al., 2011;
Xie et al., 2009). Auch fiir miR-125b-5p und in deutlich geringerem Umfang fiir miR-125a-5p
konnte eine Rolle in der Adipogenese festgestellt werden (Esau et al., 2004; Kajimoto et al.,
2006; Ortega et al., 2010; Xie et al., 2009), so dass ein Zusammenhang der miRNAs mit dem
BMI nicht iiberrascht.

Am Aufnahmetag lagen zudem die Konzentrationen von miR-125b-5p und miR-143-3p im
peripheren Blut, wie bereits zuvor in der Literatur beschrieben (Keller et al., 2011; Ortega
et al., 2010; Xie et al., 2009), bei adiposen Patienten deutlich niedriger als bei nicht adipdsen
Patienten (1278 /ul beziehungsweise 3958 /ul im Vergleich mit 2505 /ul beziehungsweise
11028 /ul). Auch miR-125a-5p zeigte dieses Muster (598 /ul verglichen mit 840 /ul), statistisch
war der Unterschied jedoch nicht signifikant.

An den Folgetagen waren diese Konzentrationsunterschiede nicht mehr ebenso eindeutig
nachweisbar und teils sogar umgekehrt, was wahrscheinlich daran liegt, dass im Rahmen des
akuten Schlaganfalls eine Vielzahl weiterer Einflussfaktoren auf die miRNAs wirken. Alle
drei miRNAs zeigten zwar noch an D7/E bei adiposen Patienten eine niedrigere Konzentration
als bei nicht adipdsen, drei Monate nach Schlaganfall war das Muster jedoch umgekehrt.
Auch diese lingerfristige Anderung ist vermutlich eher mit der Wirkung des Schlaganfalls und
seiner Folgeerscheinungen zu erkldren. Wie bereits mehrfach gezeigt, bleiben die miRNA-
Konzentrationen oft noch Monate bis Jahre nach einem ischdmischen Ereignis verdndert
(Long et al., 2013; Sepramaniam et al., 2014; Tiedt et al., 2017).

Da die Kohorte in dieser Arbeit jedoch nicht besonders grof3 war, sollten die Ergebnisse
in einer grofleren Studie iiberpriift werden, um eine Verzerrung der Biomarker durch das

Gewicht der Patienten zu vermeiden.

Die Tatsache, dass auch an D90 noch eine veridnderte Konzentration der miRNAs vorlag,
erkléart vermutlich auch den Unterschied der Konzentration von miR-125b-5p abhingig von
der Schlaganfallanamnese der Patienten. In dieser wie in weiteren Studien wurde zwar eine
langanhaltende Verdnderung der miRNAs gezeigt, ein Riickgang zum Ausgangsniveau konnte
jedoch auf Grund der zeitlich begrenzten Datenerhebung meist nicht nachgewiesen werden
(Long et al., 2013; Sepramaniam et al., 2014; Tiedt et al., 2017). Auch in der vorliegenden
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Arbeit blieb trotz des langen Follow-ups von 90 Tagen unklar, ob und wenn ja, nach welcher
Zeit sich die miRNA-Konzentrationen wieder normalisieren.

Patienten, die vor Aufnahme in die Studie bereits einen Schlaganfall erlitten hatten, wiesen
hier deutlich niedrigere Konzentrationen von miR-125b-5p auf als diejenigen, die mit einem
ersten Schlaganfall aufgenommen wurden. Fiir die anderen beiden miRNAs zeigten sich die
Ergebnisse hier zwar nicht signifikant, es war jedoch die gleiche Tendenz zu beobachten. Auch
in Tiedt et al. (2017) war in einer Kohorte von 200 Schlaganfallpatienten ein kardiovaskulires
Ereignis wie ein Schlaganfall in der Vorgeschichte als relevanter Einflussfaktor identifiziert
worden.

Die hier vorliegende Patientengruppe mit vorherigem Schlaganfall ist zwar mit 11 von 60 Pati-
enten relativ klein, dennoch sollte bei der weiteren Untersuchung dieser miRNA-Kombination
besonderes Augenmerk auf relevante zerebrovaskulidre Ereignisse in der Anamnese gerichtet

werden.

4.2.4 Zeitlicher Verlauf

Warum die miRNA-Konzentrationen in der Gruppe, die vor Aufnahme bereits einen Schlagan-
fall erlitten hatte, niedriger waren, ist unklar und steht auch im Gegensatz zu den im Vergleich
zur Kontrollgruppe noch deutlich erhohten Konzentrationen an D90. Diese waren fiir alle drei
miRNAs nachzuweisen und konnten verschiedene Griinde haben.

So hat miR-125a eine wichtige Funktion im Stoffwechsel von Endothelzellen und damit
in der Angiogenese inne. In einem miR-125a-Knock-out-Modell bei Zebrafischen zeigten
diese Tiere eine deutlich vermehrte Gefifineubildung (Wade et al., 2019), moglicherweise
induziert durch Hypoxie (Jin et al., 2017). Die Beeintrachtigung der Angiogenese durch
erhohte miR-125a-Spiegel wurde auch in anderen Studien gezeigt (Che et al., 2014). Zudem
scheint miR-125a-5p an der Aufrechterhaltung der BHS beteiligt zu sein (Reijerkerk et al.,
2013).

Auch fiir miR-125b konnte eine bedeutende Funktion in der Regulation der Angiogenese
nachgewiesen werden (Muramatsu et al., 2013), zudem scheint diese miRNA auch eine neu-
roprotektive Funktion zu iibernehmen. Liang et al. (2018) zeigten im Rattenmodell, dass ein
Inhibitor von miR-125b durch Ischimie und Reperfusion hervorgerufene neuronale Schiden
verringern konnte. Weiter spielt miR-125b eine bedeutende Rolle in der Differenzierung von
Stammzellen zu Neuronen (Benchoua and Peschanski, 2013; Deng et al., 2015b; Le et al.,
2009).

miR-143-3p schlieBlich besitzt ebenfalls groles Potential in der Angiogenese. So wurde
mehrfach gezeigt, dass der Transport des Clusters miR-143 / miR-145 eine wichtige Form
der Kommunikation zwischen glatten Muskelzellen und Endothelzellen darstellt (Climent-
Salarich et al., 2015; Deng et al., 2015a; Hergenreider et al., 2012) und fiir die Funktion der
glatten Muskelzellen essentiell ist (Zampetaki and Mayr, 2012). Zudem schiitzt miR-143

Zellen vor den Folgen von oxidativem Stress (Xu et al., 2017) und reguliert Proliferation und
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Apoptose, sowie die Ausschiittung proinflammatorischer Zytokine in verschiedenen Zellen
(Yang et al., 2018).

Nach einer zerebralen Ischdmie sind die Wiederherstellung der Blutversorgung durch Neo-
angiogenese, sowie die zerebrale Neurogenese essentiell. Dass an der Neoangiogenese auch
verschiedene miRNAs beteiligt sind, wurde bereits mehrfach nachgewiesen (Bai et al., 2011;
Liu et al., 2013a). Noch acht Wochen nach dem initialen Infarkt laufen diese Prozesse ab, wie
Doeppner et al. (2013) an Hand von miR-124 zeigen konnten. Auch die Neurogenese nach
ischdmischem Schlaganfall ist ein ldngerfristiger Prozess, der partiell von miRNAs gesteuert
wird. Einige dieser miRNAs waren zudem zirkulierend im Blut von Schlaganfallpatienten
nachweisbar (Liu et al., 2013b, 2011; Zeng et al., 2016).

Die Erhohung der drei hier untersuchten miRNAs an D90 konnte also einerseits auf de-
ren Funktion in der Angiogenese und eine damit einhergehende Beteiligung beim post-
ischdmischen Gefi3-Remodeling zuriick zu fiihren sein. Andererseits liegt die Vermutung
nahe, dass miR-125b-5p in der Funktion als Regulator der neuronalen Differenzierung auch

langerfristig nach zerebraler Ischimie wirkt.

Doch schon in den ersten 24 Stunden nach dem Schlaganfall waren die Konzentrationen
aller drei miRNAs im Vergleich zur Kontrollgruppe deutlich erhoht. Hier spielt vermutlich
die ischimiebedingte zerebrale Entziindungsreaktion eine Rolle, die durch verschiedene Me-
chanismen wie die Aktivierung von Mikroglia, die Freisetzung von proinflammatorischen
Zytokinen und die Einwanderung von Leukozyten initiiert und aufrecht erhalten wird (Bona-
ventura et al., 2016; Li et al., 2018; Wu et al., 2015). Diese Prozesse beginnen ziigig nach
Einsetzen der Ischdmie, die Einwanderung von neutrophilen Granulozyten wurde von Liu
et al. (2001) innerhalb der ersten drei Stunden und bis zu einem Zeitpunkt von 24 Stunden
nach Reperfusion nachgewiesen.

Leukozyten sind allgemein einer der Haupttreiber der Inflammation, doch auch miRNAs
spielen eine direkte Rolle in der post-ischdmischen Entziindungsreaktion (Wu et al., 2015; Xu
et al., 2015). Wie Allantaz et al. (2012) zeigen konnten, enthalten neutrophile Granulozyten
miR-125a und miR-143. Dass miR-125a in verschiedenen Leukozyten und vor allem in
Makrophagen vorkommt, wurde auch in anderen Studien belegt (Banerjee et al., 2013; Graff
et al., 2012), zudem ist miR-125a iiber die Differenzierung regulatorischer T-Zellen an der
Regulierung des Immunsystems beteiligt (Pan et al., 2015).

miR-125b scheint ebenfalls eine Rolle in der Differenzierung von Makrophagen zu spielen
und kommt insbesondere in Mikroglia vor, den Gewebsmakrophagen des ZNS (Butovsky
et al., 2014; Ratliff et al., 2014; Zhang et al., 2013).

miR-143 gilt als pro-inflammatorisch. So kann diese miRNA von Monozyten, die im Rahmen
einer systemischen Inflammation aktiviert werden, in Exosomen verpackt sezerniert werden,

ist nach akutem Herzinfarkt {iber die zirkulierenden Monozyten an der Entziindungsreaktion
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beteiligt und korreliert mit dem Entziindungsparameter CRP (Akao et al., 2011; EIAli and
Jean LeBlanc, 2016; Parahuleva et al., 2017; Zhang et al., 2013).

Interessanterweise konnten Parahuleva et al. (2017) zeigen, dass die nach Herzinfarkt initial
erhohten Konzentrationen von miR-143 nach drei Monaten wieder auf das Ausgangslevel san-
ken. Dies steht im Gegensatz zu den Ergebnissen dieser Studie, wonach die Konzentrationen
von miR-143-3p nach 3 Monaten im Vergleich zur Kontrollgruppe noch signifikant erhoht
waren. Moglicherweise liegt dies an einer hoheren Aktivitit der miRNA im ZNS, weitere
Untersuchungen sind jedoch wiinschenswert.

Eine weitere Ursache fiir die Erhohung der dret miRNAs im Rahmen eines ischdmischen
Schlaganfalls konnte ihre thrombozytire Herkunft sein, wie sie in Tiedt et al. (2017) nach-
gewiesen wurde. Neben der thrombozytiren Herkunft der drei miRNAs konnte in einer
Replikationskohorte zudem gezeigt werden, dass die Thrombozytenzahl, sowie eine Therapie
mit Thrombozytenaggregationshemmern relevante konfundierende Variablen sind, so dass
von einem Zusammenhang mit der Aggregation und Thrombusbildung ausgegangen werden
kann (Tiedt et al., 2017).

Beim ischdmischen Schlaganfall sind Thrombozyten naturgemif3 durch die Thrombusbil-
dung beteiligt. Bereits mehrfach wurde nachgewiesen, dass bei einem akuten Infarkt die
Zahl der Thrombozyten absinkt, wihrend die verbliebenen vergrofert und funktionell eher
hyperaktiv sind (Sadeghi et al., 2020; Tohgi et al., 1991). Zudem haben Thrombozyten eine
pro-inflammatorische Funktion und interagieren auf bisher unklare Weise mit verschiedenen
Leukozyten, vor allem aber mit T-Lymphozyten und befeuern so die lokale Entziindungsreak-
tion im Rahmen des post-ischimischen Reperfusionsschadens (Burkard et al., 2020; Stegner
et al., 2019; Stoll and Nieswandt, 2019).

Sowohl die Inflammationsreaktion, als auch die Freisetzung aus Thrombozyten konnten also
durchaus zu einer akuten Veridnderung der Konzentrationen der zirkulierenden miRNAs bei

zerebraler Ischiamie fithren.

4.2.5 Laborparameter

Trotz der Beteiligung der drei miRNAs an der post-ischimischen Entziindungsreaktion und
ihres thrombozytdren Ursprungs erwiesen sie sich als unempfindlich gegeniiber Schwankun-
gen von Laborparametern wie Leukozyten, CRP oder Thrombozyten. Bei der Untersuchung
der Laborwerte auf Zusammenhénge mit den miRNA-Konzentrationen hatte sich nur fiir
Albumin und die aPTT ein signifikantes Ergebnis gezeigt.

Wie beim Vergleich von Patienten- und Kontrollgruppe schon beschrieben, ist ein niedriger
Albuminwert nicht nur ein Risikofaktor fiir den Schlaganfall selbst, sondern auch ein Pridiktor
fiir ein schlechteres Outcome und ein groferes Infarktvolumen und korreliert negativ mit der
NIHSS (Abubakar et al., 2013; Kisialiou et al., 2012; Xu et al., 2014).

In dieser Arbeit war fiir das Albumin lediglich an D3 ein negativer Zusammenhang mit

miR-125a-5p erkennbar. Diese miRNA zeigte jedoch keinen Zusammenhang mit der NIHSS
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an D3. Interessanterweise konnte ein schwacher negativer Zusammenhang zwischen dem
Albuminwert an D3 und dem NIHSS-Wert an D3 gezeigt werden, dieser war jedoch nur bei
einem Signifikanzniveau von 0,1 signifikant und ist deswegen hier nicht dargestellt. Auch
an anderen Tagen hatten sich Hinweise auf einen Zusammenhang des Albumins mit miR-
125a-5p und miR-125b-5p ergeben, diese erreichten jedoch keine Signifikanz. miR-143-3p
schien vollig unabhiingig vom Albuminwert zu sein, was erneut den Vorteil der Kombination
mehrerer miRNAs hervorhebt.

Woher die Assoziation von miR-125a-5p mit dem Albumin in diesem Fall kommt, ist unklar.
Bisher konnte unter anderem bei kritisch kranken Patienten mit Sepsis eine negative Korrela-
tion von miR-125a mit dem Albumin gezeigt werden (Liu et al., 2020). Auch andere miRNAs
waren bei Sepsispatienten mit dem Albumin korreliert (Wang et al., 2020). Dies und die klare
Assoziation eines niedrigen Albuminwerts mit hoheren NIHSS-Werten, groeren Infarkten
und schlechterem Outcome konnte durch die neuroprotektive Funktion von Albumin als Anti-
oxidans zu erklidren sein (Abubakar et al., 2013; Rael et al., 2019). Sowohl durch die zerebrale
Ischimie, als auch durch die Reperfusion wird das Gleichgewicht zwischen Oxidantien wie
reaktiven Sauerstoffspezies und Antioxidantien gestort, was die sekundire Schidigung des
Hirnparenchyms mit bedingt (Li et al., 2018). Zudem konnte bereits mehrfach gezeigt werden,
dass manche miRNAs einen Einfluss auf die Expression verschiedener Antioxidantien haben
(Liu et al., 2015; Zhao et al., 2014). Um diese Frage zu beantworten, sind jedoch weitere

Studien notwendig.

Fiir die aPTT, den Marker der intrinsischen Gerinnung, hatte sich am Aufnahmetag in der Ge-
samtkohorte ein Zusammenhang mit den Konzentrationen von miR-125a-5p und miR-143-3p
ergeben. Der Mittelwert war hier mit 26,5 Sekunden im Normbereich, wie auch in Xie et al.
(2019) beschrieben. Die aPTT erwies sich als unabhingig von der Einnahme von ASS vor
Aufnahme. Auch die Thrombolysetherapie kommt hier als Ursache einer Verdnderung nicht
in Frage, da in dieser Studie die erste Blutentnahme immer vor der Gabe von rt-PA erfolgt
war. Zu einem potentiellen Zusammenhang der miRNAs mit der aPTT gibt es jedoch kaum
Studien, so dass die Ursache an dieser Stelle unklar bleibt. Lediglich fiir miR-122 war eine
Korrelation mit der aPTT bei Sepsis-Patienten mit Storung der Blutgerinnung nachgewiesen
worden (Wang et al., 2014). Auch die INR zeigte entsprechende Tendenzen, die Werte er-

reichten aber keine Signifikanz.

Neben diesen zeigten sich weitere Tendenzen, die allerdings bei einem Signifikanzniveau
von 0,05 keine Signifikanz erreichten. Hier ist das Kreatinin als Marker der Nierenfunktion
zu nennen, das auch in Tiedt et al. (2017) als konfundierende Variable identifiziert worden
war. Eine Korrelation des Kreatinins mit miR-125a, miR-125b und miR-143 wurde bereits
in anderen Veroffentlichungen zu verschiedenen Themen nachgewiesen (Li et al., 2020;

Roderburg et al., 2013; Wang et al., 2017). Da alle drei miRNAs bereits im Urin nachgewiesen
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werden konnten, konnte der Zusammenhang durch renale Elimination dieser miRNAs zu
erkldren sein (Abulaban et al., 2016; Debernardi et al., 2015; Erdmann et al., 2020).

Zudem zeigten verschiedene Zellen des Blutbilds (vor allem die Thrombozyten und ver-
schiedene Granulozyten) tendenziell einen Zusammenhang mit den Konzentrationen der
miRNAs. Dies war ebenfalls bereits in Tiedt et al. (2017) gezeigt worden und hat seinen
Grund vermutlich in den oben aufgefiihrten Funktionen der drei untersuchten miRNAs in der
Inflammationsreaktion, sowie im thrombozytdren Ursprung der miRNAs.

Auch die Alanin-Aminotransferase (ALT) erwies sich als tendenziell zusammenhéngend
mit den Konzentrationen von miR-125b-5p. In Zhou et al. (2018) konnte ebenfalls eine
Korrelation der Konzentration von miR-125b mit den ALT-Werten gezeigt werden. Diese
Studie hatte sich allerdings mit dem hepatozellulidren Karzinom beschiftigt, so dass der Grund

des Zusammenhangs weiter unklar bleibt.

4.2.6 Thrombolysetherapie mit rt-PA

Erfreulicherweise zeigte sich in unserer Studie kein Unterschied zwischen den Patienten die
eine Thrombolysetherapie erhalten hatten und denjenigen, die keine erhalten hatten. Weder in
der Testung der Gesamtstichprobe am Aufnahmetag, noch iiber die Zeit von drei Monaten
nach dem Schlaganfall hinweg zeigte sich ein Einfluss von rt-PA auf die Konzentrationen der
miRNAs. Die in dieser Arbeit untersuchten miRNAs sind nicht neuronalen Ursprungs (Tiedt
et al., 2017), so dass es nicht iiberraschend erscheint, dass direkte Effekte von rt-PA auf die
BHS und damit eine verédnderte Freisetzung von miRNAs nicht zu beobachten sind.

Zu diesem Ergebnis kamen auch Modak et al. (2019), die ebenfalls keinen Einfluss der
Therapie mit rt-PA auf eine Kombination verschiedener miRNAs nachweisen konnten. In
dieser Studie war die Stichprobe mit 16 Patienten relativ klein, zudem beschrénkten sich die
Autoren auf Patienten mit kardioembolischen Infarkten der Arteria cerebri media (ACM).
Doch auch die in der vorliegenden Arbeit analysierte Stichprobe ist nicht sehr groB3, so dass

weitere Studien notwendig sind, um die hier angedeuteten Ergebnisse zu bestétigen.

Auch die Zeit zwischen Symptombeginn und erster Blutentnahme in der Notaufnahme
zeigte keinerlei Einfluss auf die miRNAs. Weder konnte eine Korrelation mit den miRNA-
Konzentrationen nachgewiesen werden, noch ein Unterschied zwischen Patienten, die im
Zeitfenster von 4,5 Stunden in der Klinik ankamen und denen, die erst spéter aufgenommen
worden waren. Die Hohe der miRNA-Konzentration kann also bei unklarem Zeitfenster nicht

als Entscheidungshilfe beziiglich der Thrombolysetherapie mit rt-PA herangezogen werden.

4.2.7 Schlaganfall-Charakteristika

Mehrere Studien hatten fiir das Infarktvolumen einen Zusammenhang mit verschiedenen
miRNAs, unter anderem miR-125b-5p gezeigt (Du et al., 2019; Fu et al., 2019; He et al., 2019;
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Shan et al., 2021). Das Infarktvolumen in der vorliegenden Arbeit zeigte jedoch lediglich
an D3 eine vergleichsweise schwache Korrelation mit der Konzentration von miR-125a-5p.
Moglicherweise spielt hier wieder die ischdmiebedingte Inflammationsreaktion eine Rolle.
Da sich in Tiedt et al. (2017) Hinweise darauf ergeben hatten, dass die drei untersuchten
miRNAs nicht neuronalen Ursprungs sind, ist ein direkter Zusammenhang mit der Menge
abgestorbenen Hirngewebes unwahrscheinlich. Von einem einzelnen Zusammenhang in dieser
kleinen Kohorte auf einen generellen Zusammenhang oder von den miRNA-Konzentrationen

auf das Infarktvolumen zu schlieBen, scheint daher voreilig.

Der klinische Schweregrad, beurteilt mit den Skalen NIHSS und mRS war ein weiterer Faktor,
dessen Einfluss auf die miRNA-Konzentrationen iiberpriift wurde. Ein Zusammenhang lie3e
moglicherweise auch den umgekehrten Schluss von der Hohe der jeweiligen miRNAs auf die
zu erwartende Betroffenheit des Patienten zu.

Dass bei einem ischdmischen Schlaganfall verinderte miRNAs auch mit der Schwere des
Infarkts zusammenhéngen, war bereits zuvor mehrfach gezeigt worden (Chen et al., 2017;
Jia et al., 2015; Modak et al., 2019; Xiang et al., 2017), auch noch nach drei Monaten zeigte
die NIHSS nach Fu et al. (2019) einen Zusammenhang mit miR-451. Fiir miR-125b-5p war
schon in He et al. (2019) ein positiver Zusammenhang mit den NIHSS-Werten bei Aufnahme
aufgefallen, zudem war diese miRNA in der Lage, zwischen Patienten mit einem guten
und einem ungiinstigen Outcome definiert nach mRS zu unterscheiden. In verschiedenen
Studien hatten weitere miRNAs Potential als Pradiktoren des funktionellen Outcomes nach
Schlaganfall gezeigt (Chen et al., 2017; Tan et al., 2009; Zeng et al., 2013a).

Auch in dieser Arbeit konnten positive Korrelationen der NIHSS und mRS mit miR-125b-5p
und miR-143-3p im Verlauf nachgewiesen werden. In einem GLMM hatte sich au8erdem
auch am Aufnahmetag eine signifikante Assoziation der NIHSS, sowie der pmRS mit den
miRNAs ergeben. Die Assoziation mit der pmRS ist moglicherweise dadurch zu erkléren,
dass der Schlaganfall als eine der fiihrenden Ursachen fiir Behinderung einen grofen Teil der
Einschrinkung im Alltag (hhere pmRS) verursacht und daher ein hherer mRS-Wert teils
durch einen vorangegangenen Schlaganfall bedingt sein konnte.

Dass das GLMM im Verlauf keine signifikante Assoziation des Schweregrads mit den miR-
NAs nachweisen konnte und teils andere Ergebnisse als die univariaten Analysen erbrachte,
konnte an der relativ kleinen Stichprobe oder an den signifikanten Interaktionen der Faktoren
untereinander liegen.

Das Outcome an D90 nach mRS und NIHSS zeigte in dieser Studie eindeutig keinen Zusam-
menhang mit den miRNA-Spiegeln am Aufnahmetag. Um den Wert der hier untersuchten

miRNAs als Priadiktor zu bestimmen, sind daher noch groflere Studien notwendig.

Wie der Schweregrad konnte auch die Atiologie des Schlaganfalls einen Einfluss auf die Kon-

zentration der miRNASs haben, ebenso wiire es von Vorteil, von den miRNA-Konzentrationen
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auf die Atiologie schlieBen zu konnen. Hier konnte entsprechend eine deutliche Assoziation
der Atiologie nach TOAST-Klassifikation mit allen drei miRNAs nachgewiesen werden.
Auch in anderen Studien war bereits aufgefallen, dass sich das Profil zirkulierender miRNAs
im Blut von Schlaganfallpatienten je nach Atiologie der Ischimie unterschied (Sepramaniam
et al., 2014; Tan et al., 2009; van Kralingen et al., 2019). Gui et al. (2019) wiesen auch fiir
miR-125a und miR-125b nach, dass ihre Konzentrationen im Serum von Schlaganfallpatienten
mit kardioembolischer Atiologie im Vergleich zu Patienten mit anderen Ursachen, sowie mit
gesunden Kontrollpersonen deutlich erhoht waren.

Die Atiologie konnte also durchaus als eine sekundire Fragestellung an den Biomarker eta-

bliert werden.

Wie mehrere Autoren gezeigt hatten, werden miRNAs in unterschiedlichen Hirnarealen und
neuronalen Zellarten unterschiedlich stark exprimiert (Bak et al., 2008; He et al., 2012;
Ziats and Rennert, 2014). Die Lokalisation eines Infarkts ist daher durchaus als potentieller
Einflussfaktor beziehungsweise als zusitzliche Fragestellung an den Biomarker in Betracht
zu ziehen.

Im Vergleich zwischen den Gruppen rechts- und linkshemisphirischer Schlagénfalle hatte sich
kein Unterschied gezeigt, es ergab sich jedoch eine Assoziation des betroffenen Stromgebiets
mit den miRNA-Konzentrationen im GLMM.

Tiedt et al. (2017) hatten gezeigt, dass die drei hier untersuchten miRNAs nicht nach Hypoxie
aus murinen Neuroblastomzellen (Neuro2a) freigesetzt werden. Verschiedene andere Studien
konnten allerdings im ZNS von Mdiusen und auch Menschen sowohl miR-125a und miR-
125b, als auch miR-143 nachweisen (Bak et al., 2008; Hua et al., 2009; Ziats and Rennert,
2014). Nach Ziats and Rennert (2014) weisen die drei hier betrachteten miRNAs zudem lokal
unterschiedliche Expressionsmuster auf. Es ist also durchaus denkbar, dass diese miRNAs
eher aus der Glia oder dem zerebralen Endothel stammen und sich aus diesem Grund ihre
Konzentrationen im Blut bei einem Schlaganfall verindern (He et al., 2012; Reijerkerk et al.,
2013).

Sowohl die Atiologie, als auch der klinische Schweregrad, sowie die Lokalisation des Schlag-
anfalls sind demnach Parameter, deren Einfluss auf die miRNAs noch weiter untersucht
werden muss, um eine sichere Interpretation der Werte zu ermdglichen. Zudem sollten die
miRNAs genauer auf ihr Potential hinsichtlich der Frage nach Atiologie und Lokalisation des

Schlaganfalls getestet werden.
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4.3 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit konnte klinische und laborchemische Parameter identifizieren, die
mit den Plasmakonzentrationen der zirkulierenden miRNAs miR-125a-5p, miR-125b-5p und
miR-143-3p nach ischdmischem Schlaganfall assoziiert sind.

So zeigten vor allem die Lokalisation (anterior oder posterior) und die Atiologie des Schlag-
anfalls eine signifikante Assoziation mit den Konzentrationen aller drei miRNAs. Fiir den
klinischen Schweregrad nach NIHSS und mRS, sowie fiir den BMI konnten ebenfalls ein-
zelne signifikante Assoziationen nachgewiesen werden, wenngleich die Ergebnisse weniger
eindeutig waren.

Da die nachgewiesenen Assoziationen ungerichtet sind, sollte in weiteren Studien iiberpriift
werden, ob es sich um einen kausalen Zusammenhang der miRNA-Konzentrationen mit den
getesteten Faktoren handelt oder bisher nicht erkannte konfundierende Variablen vorliegen.
Zudem muss die Frage geklirt werden, ob und wie die gemessenen miRNA-Konzentrationen
in der klinischen Praxis fiir die Einflussfaktoren korrigiert werden miissen, um den ischdmi-
schen Schlaganfall weiter sensitiv und spezifisch zu diagnostizieren.

Besonders auch in Anbetracht der Tatsache, dass verschiedene weitere Variablen (bereits
stattgehabter Schlaganfall, hdusliche Medikation mit ASS, isolierte Laborwerte) jeweils eine
Assoziation mit einzelnen miRNAs zeigten, erscheint die Kombination dreier verschiedener
miRNAs sinnvoll, um Verzerrungen der Konzentrationen einer miRNA durch die jeweils
anderen beiden auszugleichen. Ein weiterer Vorteil dieser miRNA-Kombination ist zudem
die rasche und parallele Erhohung der drei miRNAs bereits wenige Stunden nach zerebraler
Ischdmie, die eine ziigige Diagnose ermoglicht.

Die Konzentrationen der miRNAs erwiesen sich als weitestgehend unabhiingig von Alter
und Geschlecht der Patienten, sowie den iibrigen kardiovaskulidren Risikofaktoren und Rou-
tinelaborwerten bei Aufnahme. Weder die GroBe des Infarkts, noch die Therapie mit rt-PA
zeigten eine Assoziation mit den Konzentrationen der miRNAs. Eine bereits prihospital
begonnene Thrombolysetherapie scheint also nicht gegen die Bestimmung der miRNA-
Konzentrationen fiir die weitere Diagnostik zu sprechen. Bei fehlender Assoziation der
miRNA-Konzentrationen mit der Zeit, die zwischen Beginn der Symptomatik und Ankunft in
der Notaufnahme verging, kann diese bedauerlicherweise nicht zur Feststellung der Ischédmie-
dauer und damit zur Unterstiitzung der Therapieentscheidung genutzt werden.

Wenngleich die Ergebnisse dieser Arbeit noch in gréeren Studien validiert werden miissen,
prasentierte sich die Kombination von miR-125a-5p, miR-125b-5p und miR-143-3p hier als

ein vielversprechender Biomarker zur Diagnose des akuten ischdmischen Schlaganfalls.
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