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1. Einleitung

1.1. Definition

Dem Krankheitsbild Schlaganfall werden eine Reihe von Begriffen zugeordnet, die im Folgen-
den erklart werden sollen: Ein ZNS-Infarkt ist ein auf eine Ischamie zuriickzufiihrender Zelltod
des Gehirns, des Riickenmarks oder der Netzhaut, der auf dem pathologischen, bildgebenden
oder sonstigen objektiven Nachweis einer fokalen ischamischen Schadigung des Gehirns, des
Riickenmarks oder der Netzhaut in einer definierten GefaRRverteilung basiert. Der klinische
Nachweis einer fokalen ischdmischen Schadigung des Gehirns, des Rickenmarks oder der
Netzhaut gelingt aufgrund von Symptomen, die 224 Stunden oder bis zum Tod andauern, wo-
bei andere Ursachen ausgeschlossen sind. Im Rahmen des Schlaganfalls differenziert man wei-
ter den ischamischen und hamorrhagischen Schlaganfall, wobei sich der ischamische Schlag-
anfall durch eine akute neurologische Symptomatik auszeichnet, die durch einen Infarkt be-
dingt ist, und sich der hamorrhagische Schlaganfall durch eine Ansammlung von Blut im Ge-
hirnparenchym oder in den Ventrikeln ohne stattgehabtes Trauma auszeichnet. Des Weiteren
wird der Begriff ,stiller ZNS-Infarkt” fir bildmorphologisch oder neuropathologisch nachge-
wiesene Infarktldsionen ohne stattgehabte passende Klinik hierfiir verwendet. Simultan exis-
tiert der Begriff der ,stillen Blutung”, wobei bildmorphologisch oder neuropathologisch Blut
im Gehirnparenchym, in den Ventrikeln oder im Subarachnoidalraum nachgewiesen werden
kann ohne stattgehabte passende Symptomatik. Auerdem zahlt man die Subarachnoidalblu-
tung sowie Infarkte oder Blutungen als Folge einer Sinus- oder Venenthrombose zu dem Be-
griff Schlaganfall® 2. Eine weitere wichtige Definition stellt die der transitorischen ischami-
schen Attacke dar, die lange als akut aufgetretenes, fokal neurologisches Defizit mit einer
Dauer von weniger als 24 Stunden definiert wurde. Aktuell spricht man von einer transitori-
schen ischdamischen Attacke bei einer passageren fokal neurologischen Symptomatik aufgrund
einer Ischamie ohne Nachweis eines Infarktes oder eines Gewebeuntergangs. Man bezeichnet

diese Definition auch als gewebebasiert im Vergleich zur zeitbasierten veralteten Definition?

4
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1.2. Epidemiologie

Der ischamische Schlaganfall ist eine der haufigsten Ursachen fiir Mortalitdt und Langzeitbe-
hinderung weltweit. Im Jahr 2021 lebten in 204 untersuchten Landern weltweit 93,8 Millionen
Patientinnen und Patienten mit ischdmischem Schlaganfall und 7,3 Millionen Menschen star-
ben in Folge eines ischamischen Schlaganfalls®>. Nach der ischdmischen Herzkrankheit steht
der ischdamische Schlaganfall international an zweiter Stelle als Ausldser fiir sogenannte ,,DA-
LYs” (disability-adjusted life-years). Diese Bezeichnung wurde von der Weltgesundheitsorga-
nisation als ,die Summe verlorengegangener Jahre eines Menschenlebens aufgrund von ver-
friihtem Tod oder Behinderung durch eine Erkrankung” definiert®. Innerhalb neurologischer
Krankheitsbilder tragt der ischamische Schlaganfall beziiglich der DALYs global gesehen die
groRte Belastung bei®. Obwohl die Inzidenz, Mortalitat und DALYs innerhalb der letzten Jahr-
zehnte in Landern mit hohem Einkommen deutlich sank, nimmt die globale Belastung durch
ischamische Schlaganfille aktuell zu. Dies erklart sich vor allem durch die steigenden Fallzah-
len in Landern mit niedrigem und mittlerem Einkommen. So sah man in diesen Landern in den
letzten vier Jahrzehnten einen Anstieg der Inzidenz des ischdmischen Schlaganfalls um 100 %,
wahrend sie in Lindern mit hohem Einkommen um 42 % abfiel’. Die Verbesserung in den rei-
chen, entwickelten Landern lasst sich am besten durch Fortschritte bezliglich der Praventions-,
Therapie- und RehabilitationsmaBnahmen erklaren®. Die Zunahme der globalen Belastung
durch diese Erkrankung liegt wohl vor allem am Wachstum der weltweiten Bevdlkerung, der
zunehmenden Alterung und dem haufigeren Vorliegen von modifizierbaren, aber schlecht
therapierten kardiovaskularen Risikofaktoren, besonders in Lindern mit geringem und mittle-
rem Einkommen3. Hierbei muss besonders darauf hingewiesen werden, dass in Lindern mit
schneller Veranderung der epidemiologischen Situation - wie das aktuell beispielsweise in Ent-
wicklungslandern der Fall ist - aktuelle Daten oftmals nicht vorhanden sind. AulRerdem ist ein
internationaler Vergleich hinsichtlich epidemiologischer Daten problematisch aufgrund sehr
verschiedener Definitionen der Erkrankung Schlaganfall und unterschiedlicher Art und Aus-
maR der Datengewinnung, welche zu einer Uber- und Unterreprésentation bestimmter Regi-
onen fithren kann®. Laut Stahmeyer et al. erlitten in Deutschland im Jahr 2010/2011 im Schnitt
292 Menschen von 100 000 Einwohnern jahrlich einen Schlaganfall, wovon ca. 81 % ischami-
sche Schlaganfalle waren. Die Angaben zur Inzidenz variieren in Deutschland je nach metho-
dischen Herangehensweisen und Studienpopulation. Das Risiko eines Rezidivs nach ischami-

schem Schlaganfall betragt 11 % innerhalb des ersten Jahres und 15 % innerhalb der ersten
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zwei Jahre, was die Notwendigkeit flir systematische PraventionsmaRnahmen aufzeigt. Wie in
vielen entwickelten Landern Uber die letzten Jahre beobachtet, sinkt auch in Deutschland die
Mortalitdt des ischamischen Schlaganfalls, was meist durch bedeutende Fortschritte in Diag-

nostik und Therapie erklart wird*°,

1.3. Kosten

Im Jahr 2019 war der ischdmische Schlaganfall global betrachtet die zweithadufigste Todesur-
sache nach der ischdamischen Herzkrankheit. Im Jahr 2021 wurde der ischamische Schlaganfall
durch die COVID-19-Krankheit auf Platz drei der haufigsten Todesursachen weltweit ver-
drangt®!. In Deutschland belaufen sich im Jahr 2020 die Kosten pro Schlaganfallpatientin oder
- patient pro Jahr auf 34.133 US-Dollar!?. Die gemessenen Ausgaben beinhalten die direkten
Kosten, die im Rahmen der Versorgung des Gesundheitssystems entstehen, und die indirekten
Kosten, die auf die verlorene Produktivitat infolge der Morbiditat und Mortalitit der Erkran-
kung zuriickzufiihren sind und somit im Verlauf entstehen®3. Unter den kardiovaskuldren Er-
krankungen wird der Schlaganfall als die Erkrankung angesehen, die in Zukunft den groRten

relativen Anstieg der medizinischen Kosten verursachen kénnte®4.

1.4. Pathophysiologie

Der zugrundeliegende Mechanismus einer zerebralen Ischamie besteht aus einer lokalen Min-
derdurchblutung des Hirngewebes. Dadurch kommt es zu einer Unterversorgung der Zellen
mit Sauerstoff und Glucose, was letztendlich je nach Ausmald und Dauer dieser Unterversor-
gung zu Funktionseinschrankungen und bis zum irreversiblen Ausfall der betroffenen Zellen
fihren kann'®. Bei Sauerstoffmangel beginnt der Kérper mit der anaeroben Form der Energie-
gewinnung, wobei Laktat entsteht, welches zu metabolischen Veranderungen im Saure-Ba-
sen-Haushalt der Zellen fihrt. AuRerdem werden aufgrund des Glucosemangels Energie pro-
duzierende Prozesse in der Zelle gehemmt. Diese Mechanismen sind jedoch essentiell fur die
Zellfunktion, die nun beeintrachtigt wird. Die Neurone gehen unter und setzen in der Folge
vermehrt Glutamat frei, was zu einer Stimulation anderer Zellen wie Mikroglia und Astrozyten
fuhrt'®. Im Verlauf kommt es durch die Energiereduktion zu einer Stérung der lonenhoméo-
stase und zur mitochondrialen Dysfunktion, die letztendlich zu Nekrose und Apoptose fiihrt.

Durch oxidative freie Radikale werden zelluldre Schaden verstarkt. AuRerdem findet eine
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inflammatorische Reaktion statt, die eine Schadigung der Blut-Hirn-Schranke, einen sekunda-
ren neuronalen Schaden und ein zerebrales Odem zur Folge hat' 1°. Innerhalb der geschadig-
ten Neurone kommt es postischamisch zu einer falschen Faltung und Aggregation von Protei-
nen, was wiederum zur Beeintrachtigung zellularer Signalwege flihrt und neurotoxisch sein
kann'’. Die groRte Gruppe aggregierender Proteine bei Ischamie sind RNA-bindende Proteine,
wobei das genaue Ausmal von betroffenen Proteinen aktuell noch unklar und Gegenstand
der Forschung ist'®. Im Kern des Ischamiegebietes entsteht der groRte Schaden, wobei die
Randzone oftmals durch Kollateralen ausreichend mit Blut versorgt wird. Dieser Bereich wird
als Penumbra bezeichnet und ist potentiell durch therapeutische MaRnahmen vor dem Zelltod
zu retten. Durch eine schnelle Wiederherstellung der Zirkulation kann es also gelingen, die
Auspragung des Infarktkerns zu minimieren. Jedoch muss man bedenken, dass nicht nur die
GroRe des infarzierten Gebietes, sondern auch die Lokalisation dieser Region, die Perfusions-
toleranz des dort lokalisierten Gewebes und die GefdaRversorgung vor Ort entscheidend fir
das Defizit der Patientinnen und Patienten sind'>. So beschreiben Cai et al. eine verstirkte
Anfalligkeit der sogenannten ,,neurovaskuladren Einheit” bei Ischamien im Laufe des Alterungs-
prozesses. Der Begriff ,,neurovaskuldre Einheit” wurde gepragt durch neue Erkenntnisse be-
ziiglich der Entstehung von funktionellen Defiziten nach ischamischem Schlaganfall. So kam
man in den letzten Jahren zunehmend davon ab, nur die neuronale Schadigung als Ursache
der Defizite zu sehen. Denn die Funktion des Gehirns basiert auf Interaktionen zwischen vielen
verschiedenen Komponenten, die unter dem Begriff ,neurovaskulare Einheit” zusammenge-
fasst wurden. Dazu gehoéren die Neurone, Astrozyten, Oligodendrozyten, Endothelzellen und
Perizyten. All diese Komponenten verandern sich im Rahmen des Alterungsprozesses und re-
agieren sensibler auf Ischamien oder auch neurodegenerative Erkrankungen. Im Rahmen ei-
ner Ischamie kann man im Alter dementsprechend vermehrt Nekrose und Apoptose, eine ver-
starkte inflammatorische Reaktion mit Stérung der Blut-Hirn-Schranke und eine einge-

schrankte Regenerationsfahigkeit beobachten?®.

Das Verstandnis dieser pathophysiologischen Prozesse im Rahmen eines ischamischen Schlag-
anfalls hat groRe Bedeutung beziiglich der Erforschung neuer diagnostischer und therapeuti-

scher Optionen.
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1.5. Atiologie

Der Ursache der Minderdurchblutung im Rahmen eines ischdmischen Schlaganfalls auf den
Grund zu gehen, hat Bedeutung fiir die Therapie, Pravention und Prognose der Patientinnen
und Patienten. Aus diesem Grund wurde im Rahmen der Studie , Trial of Org 10172 in Acute
Stroke Treatment” (TOAST) ein Diagnosesystem fir die Schlaganfallsubtypen entwickelt. Die-
ses Klassifikationssystem beinhaltet fiinf verschiedene Kategorien, die es bei der Ursachenab-
klarung eines ischamischen Schlaganfalls zu berticksichtigen gilt. Dazu gehoren die Makroan-
giopathie (1), kardial embolische Ursachen (2), die Mikroangiopathie (3), eine andere erkla-
rende Ursache (4) und eine unbekannte Atiologie (5). Um diese Einteilung zu erméglichen,
sind verschiedene diagnostische Methoden notwendig wie z. B. eine Bildgebung des Gehirns
und des Herzens, die Darstellung der intra- und extrakraniellen GefaRe und Laborwerte z. B.
bezliglich Stérungen des Blutgerinnungssystems. Dabei trifft die Klassifikation der Makroangi-
opathie zu, wenn eine Stenose > 50 % oder ein Verschluss einer groflen Gehirnarterie klinisch
und bildgebungstechnisch nachgewiesen werden kann und eine kardiale Emboliequelle aus-
geschlossen wurde. Eine Zuordnung zur zweiten Gruppe der TOAST-Klassifikation bendtigt
hingegen den Nachweis einer kardialen Emboliequelle. Eine Mikroangiopathie als Ursache
kann festgestellt werden, wenn die Bildgebung lakunéare Infarkte zeigt und eine Makroangio-
pathie und eine kardiale Emboliequelle ausgeschlossen werden konnten. Lakunére Infarkte
zeichnen sich durch eine typische klinische Prasentation ohne Zeichen fiir eine kortikale Scha-
digung aus, wobei die Bildgebung entweder unauffillig sein sollte oder lediglich kleine (< 1,5
cm Durchmesser), subkortikale oder infratentorielle Lasionen zeigen sollte. Die vierte Katego-
rie der TOAST-Klassifikation beinhaltet seltene Ursachen fir ischamische Schlaganfille wie z.
B. Vaskulopathien oder Gerinnungsstorungen, die laborchemisch oder bildgebungstechnisch
diagnostiziert werden. Zuletzt existiert die Gruppe der ischdamischen Schlaganfille unklarer
Atiologie. Dies kann bedeuten, dass trotz ausfiihrlicher Diagnostik keine Ursache gefunden
wurde, die Diagnostik nicht vervollstandigt werden konnte oder zwei oder mehr potentiell
konkurrierende Ursachen vorliegen, weshalb die eindeutige Zuordnung zu einer Gruppe nicht
méglich ist?°. Verschiedene Studien untersuchten die Vor- und Nachteile der Verwendung der
TOAST-Klassifikation zur Einteilung der ischdamischen Schlaganfalle. So wurde diese Klassifika-
tion entwickelt als objektive, einfache Alternative, die eine Aussage machen kann tber funk-
tionelle Abhangigkeit und Tod je nach Schlaganfallsubtyp und somit prognostischen Nutzen

haben soll?>22, Doch {iber die Jahre zeigten sich nach und nach auch Limitationen dieses neuen
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Systems. Beispielsweise erfolgt eine Einteilung in die Gruppe flinf in 40 % der Falle, was durch
die harten Kriterien fur die anderen Gruppen, durch unvollstandige Diagnostik oder konkur-
rierende Atiologien begriindet werden kann. Denn alle diese Fille gehéren gemiaR der TOAST-
Klassifikation in die Gruppe der Schlaganfille unklarer Atiologie?!. Yang et al. zeigten auRer-
dem einen moglichen Einfluss der Erfahrung des Untersuchers auf die Zuverlassigkeit der Ein-
teilung nach der TOAST-Klassifikation. Dies bezieht sich sowohl auf die intra- als auch interin-
dividuelle Reliabiliat?3. Ein ideales Klassifikationssystem misste folgende Eigenschaften besit-
zen: valide, einfach in der Handhabung, evidenz-basiert und aktuell. Dementsprechend ver-
suchte man in den letzten Jahren weitere neue Klassifikationssysteme zu entwickeln wie z. B.
CCS (,,Causative Classification System*), ASCO (,,Atherosclerosis, Small Vessel Disease, Cardiac
Source, Other Cause”) oder CISS (,, Chinese Ischemic Stroke Subclassification”), die ebenfalls

ihre Vor- und Nachteile haben und in Zukunft weiter untersucht werden miissen?!.

1.6. Risikofaktoren

Die ,,INTERSTROKE” Studie war die erste grofRe standardisierte Fall-Kontroll-Studie bezliglich
der Risikofaktoren des ischamischen Schlaganfalls. In diesem Rahmen wurden im Jahr 2010
3000 Falle und 3000 Kontrollen aus 22 verschiedenen Landern und im Jahr 2016 13 000 Fille
und Uber 13 000 Kontrollen aus 32 verschiedenen Lindern analysiert?* 2>, Dabei konnte ge-
zeigt werden, dass 90 % der ischamischen Schlaganfalle auf zehn modifizierbare Risikofakto-
ren zuriickzufihren sind. Dies sind die arterielle Hypertonie, die physische Aktivitat, das Ver-
héltnis von Apolipoprotein B zu A1, die Erndhrung, das Taille-zu-Huft-Verhaltnis, psychosoziale
Faktoren, das Rauchen, kardiale Ursachen, der Alkoholkonsum und der Diabetes mellitus. Es
konnten Unterschiede je nach Geschlecht und Alter festgestellt werden, wobei die Risikofak-
toren Rauchen und Alkoholkonsum starker unter Mannern und der Risikofaktor Taille-zu-Huft-

Verhaltnis vermehrt bei Frauen reprasentiert ist’-26.

Die arterielle Hypertonie stellt den wichtigsten Risikofaktor fiir den ischamischen Schlaganfall
dar, wobei sie 65,1 % der DALYs in Landern mit niedrigem und mittlerem Einkommen und

59,8 % der DALYs in Lindern mit hohem Einkommen verursacht’.

Des Weiteren konnten Lee et al. zeigen, dass eine moderate und intensive korperliche Betati-
gung mit einem niedrigeren Risiko fiir das Auftreten eines ischamischen Schlaganfalls und mit

einer geringeren Mortalitit dieser Erkrankung einhergeht?” 28, Hierfiir gibt es verschiedene
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mogliche Erklarungen: Einerseits fihrt korperliche Aktivitat zur Verbesserung des Blutdruckes
und des Lipidprofils. Andererseits spielt sie eine Rolle in endothelialen Mechanismen und kann
antithrombozytdre Wirkung haben, was wiederum das Vorkommen kardiovaskularer Ereig-

nisse vermindern kann2022,

Im Rahmen der prospektiven ,,AMORIS-Studie” konnte ein signifikanter Zusammenhang von
hohen ApoB-Spiegeln und niedrigen ApoAl-Spiegeln mit dem Risiko besonders fiir den ischa-
mischen Schlaganfall gezeigt werden. Demnach ist das Verhaltnis von Apolipoprotein B zu Al
ein starkerer Pradiktor flir das Schlaganfallrisiko als die Verhaltnisse zwischen Gesamtcholes-

terin, LDL-Cholesterin und HDL-Cholesterin30-32,

Der Einfluss der Erndhrung und der Darmflora auf das kardiovaskuldre System erlangt immer
mehr an Bedeutung33. So konnte gezeigt werden, dass eine mediterrane Erndhrung und der
Verzicht auf rotes Fleisch und Eier das Risiko fiir kardiovaskulare Ereignisse wie ischdmische
Schlaganfille oder Myokardinfarkte senken kann?* 34, Chiu et al. untersuchten die Assoziation
zwischen einer rein vegetarischen Erndhrung und der Inzidenz fiir ischamische Schlaganfille
in Taiwan. Die Vegetarierinnen und Vegetarier zeigten niedrigere Vitamin-B-12-Spiegel und
hohere Folat- und Homocystein-Spiegel als die Kontrollgruppe. Des Weiteren hatte die vege-
tarische Gruppe ein um 74 % geringeres Risiko fir das Auftreten eines ischamischen Schlag-
anfalls. Diese Assoziation wurde nur leicht abgeschwacht unter Berticksichtigung bekannter
kardiovaskuldrer Mediatoren und Komorbidititen3°. Man geht davon aus, dass durch die Er-
nahrung verursachte Veranderungen der Darmflora ebenfalls eine Induktion von Thrombozy-
ten und thrombotische Ereignisse férdern konnen und somit eine Rolle in der Pathogenese

des ischamischen Schlaganfalls spielen3® 37,

Eine Erhohung des ebenfalls zu den metabolischen Risikofaktoren gehérenden Taille-zu-Huft-
Verhaltnisses geht mit einer erhéhten Wahrscheinlichkeit fir Tod oder Pflegebediirftigkeit
nach dem ersten Auftreten eines akuten ischamischen Schlaganfalls bei beiden Geschlechtern

einher3?,

Einen weiteren Risikofaktor fiir kardiovaskuldre Erkrankungen stellt die psychosoziale Belas-
tung dar. Das AusmalR der Assoziation hangt von der Auspragung, Dauer und individuellen

Reaktion auf die stressverursachenden Bedingungen ab, wobei psychosoziale Faktoren in
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jeder Altersstufe eine Rolle spielen kbnnen und vermehrt bei Frauen eine Assoziation zu einem

erhohten Schlaganfallrisiko festgestellt werden konnte3% 40,

Besonders innerhalb des mannlichen Geschlechts aber auch geschlechtsiibergreifend stellt
der Nikotinkonsum einen wichtigen Risikofaktor fiir den Schlaganfall dar?®. Raucher haben im
Vergleich zu Nichtrauchern ein erhdhtes Risiko fiir die meisten Subtypen des Schlaganfalles,
wobei die Hohe des Risikos von der Dosis abhdngt. Eine Steigerung des Zigarettenkonsums um
funf Zigaretten taglich erhdht das Gesamtrisiko fiir einen Schlaganfall um 12 %*'. Zigaretten-
rauch kann durch seine toxischen Inhaltsstoffe zu endothelialer Dysfunktion, Lipidoxidation,
Inflammation, Thrombozytenaktivierung, Thrombogenese und erhéhter Koagulabilitat fih-
ren*? 43, Des Weiteren geht man davon aus, dass Rauchen einen himodynamischen Effekt hat
und den arteriellen Blutfluss beeinflussen kann**. All diese Mechanismen beeintrichtigen das
kardiovaskuldre System und kénnen das Risiko fiir kardiovaskuldre Erkrankungen erhéhen?2.
Dabei spielen sie sowohl bei aktivem als auch bei passivem Rauchen eine Rolle*. Ein Rauch-
stopp hingegen kann dieses Risiko schnell und zuverlassig wieder reduzieren, weshalb die Rau-

cherentwdhnung als praventive MaRnahme von solch groRer Bedeutung ist*3 46,

Der Anteil an kardioembolischen Ursachen fur ischamische Schlaganfalle wird immer groRer®’.
AuRerdem ist diese Atiologie die, die am hiufigsten zu schweren Schlaganfillen mit schwer-
wiegenden funktionellen Defiziten, zum Tod oder zu Schlaganfallrezidiven fiihrt*8. Vorhofflim-
mern ist mit Gber 33 Millionen betroffenen Menschen weltweit die haufigste Rhythmussto-
rung mit klinischer Signifikanz*. Ungefahr 24,6 % der Patientinnen und Patienten mit ischa-
mischem Schlaganfall leiden unter Vorhofflimmern, was wiederum einen negativen Einfluss
auf die Mortalitat hat>°. Man geht davon aus, dass die Inzidenz des Vorhofflimmerns aufgrund
der zunehmenden Alterung der Bevolkerung und Gewohnheiten mit negativem Einfluss auf
das kardiovaskuldre System in den nichsten Jahrzehnten weiter steigen wird>l. Als weitere
kardiale Ursachen fiir einen ischamischen Schlaganfall sollten das offene Foramen ovale mit
der Gefahr einer paradoxen Embolie, der Zustand nach Myokardinfarkt (25 % Schlaganfalle
innerhalb vier Wochen nach akutem Herzinfarkt) und seltenere Ursachen wie die infektiose
Endokarditis oder eine Thrombosierungsneigung bei prothetischen Herzklappen erwahnt wer-

den?.

Einen weiteren Risikofaktor fiir die Entstehung eines ischamischen Schlaganfalls stellt der Al-

koholkonsum dar. Hierbei hangt das jeweilige Risiko von der Dosis und Art der
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Alkoholeinnahme ab. Moderater Alkoholkonsum von ein bis zwei Getranken taglich an vier
Tagen pro Woche kann protektiv auf das kardiovaskuldre System wirken>? >3, Wird dieselbe
Gesamtmenge jedoch an weniger Tagen aufgenommen, kann dies negative Einfliisse haben>3.
Das Gesamtrisiko fiuir das Auftreten eines Schlaganfalls steigt signifikant ab einer Alkoholauf-

nahme von mehr als 40 g taglich>.

Zuletzt wird der Diabetes mellitus als wichtiger Risikofaktor behandelt. Man geht davon aus,
dass die globale Zahl an Erwachsenen mit der Diagnose Diabetes mellitus in den nachsten Jah-
ren deutlich steigen wird: Ein Anstieg der Pravalenz um 69 % in Entwicklungslandern und um
20 % in entwickelten Ladndern wird vermutet, was besonders durch die zunehmende Haufig-
keit des metabolischen Syndroms erklart werden kann®>. Diabetes erhéht das Risiko fiir die
wichtigsten Subtypen des Schlaganfalls circa um das Zweifache, weshalb ein Anstieg der Pra-
valenz dieser Erkrankung enormen Einfluss auf die Epidemiologie des Schlaganfalls haben
kann®®. Dieser Effekt wird beim weiblichen Geschlecht als signifikant héher beschrieben®’. Pa-
thophysiologische Veranderungen durch Diabetes sind gekennzeichnet durch endotheliale
Dysfunktion, erhdhte Steifigkeit der arteriellen GefaRe, systemische Inflammation und Verdi-
ckung der Basalmembran der Kapillaren®>. Diese Mechanismen kénnen zu mikroangiopathi-

schen Veranderungen und infolgedessen zu lakundren Schlaganfillen fiihren>3.

Neben diesen modifizierbaren Risikofaktoren bestehen auch einige nicht modifizierbare Fak-
toren wie das Alter der Patientinnen und Patienten, das Geschlecht, die ethnische Herkunft,
geographische Unterschiede und genetische Mechanismen, die bei der Abschatzung des

Schlaganfallrisikos bedacht werden missen®°.

1.7. Pravention

Wie im Kapitel iber die Risikofaktoren des ischamischen Schlaganfalls bereits erwahnt, ist die
Kenntnis dieser enorm wichtig fiir praventive MaBnahmen, die wiederum im Hinblick auf die
oben beschriebenen epidemiologischen Entwicklungen und Kosten fir die Gesellschaft immer
mehr an Bedeutung gewinnen. Es sind verschiedene Ansatze zur Verwirklichung praventiver
MafRnahmen vorhanden. Dazu gehoren Herangehensweisen, die auf die Bevélkerung als Gan-
zes und solche, die speziell auf das Individuum abzielen sowie eine Kombination aus beiden

Ansitzen’.
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Im Rahmen der Primordialpravention ist das Ziel die Manifestation der Erkrankung zu vermei-
den, indem die Entstehung der Risikofaktoren verhindert wird. Diese beinhaltet beispielsweise
Anderungen der Lebensgewohnheit der Menschen wie eine Reduktion des Nikotinkonsums,
eine gesunde Erndhrung und sogenannte , gesunde Stidte“®®, was am ehesten dem bevdlke-

rungsbasierten Konzept der Pravention entspricht?.

Die sogenannte Primarpravention richtet sich an Menschen mit bereits vorhandenen Risiko-
faktoren fir das Auftreten eines Schlaganfalls’. Hierbei spielt die medikamentdse Einstellung

Ill

der Risikofaktoren eine wichtige Rolle. Die sogenannte ,polypill“-Strategie zielt darauf ab, die
Compliance der Patientinnen und Patienten beziiglich der Einnahme der Medikamente zu ver-
bessern, indem mehrere Wirkstoffe in einer Tablette kombiniert werden und die Patientinnen
und Patienten damit nur eine Pille einnehmen miissen®v%3, Einen weiteren Aspekt der Pri-
méarpravention stellt das Konzept mit dem Namen ,mHealth“®* dar. Dabei handelt es sich um
die Nutzung elektronischer Gerate wie beispielsweise Smartphones, um Patientinnen und Pa-
tienten und Personal im Gesundheitswesen Gesundheitsdienste und Informationen zur Ver-
figung zu stellen, was das Wissen (iber gesundheitliche Inhalte und auch das Verhalten be-
zliglich Risikofaktoren verbessern kann®* 9>, Auch eine Umverteilung von Aufgaben innerhalb
des Gesundheitssystems kann hilfreich sein, um den Zugang zu praventiven MaBnahmen ins-
besondere in Entwicklungslandern zu verbessern. Denn dort ist vor allem in landlichen Regio-
nen die arztliche Versorgung der Patientinnen und Patienten oft nicht ausreichend vorhan-
den®®. Die Bildung von Gruppen aus Arztinnen und Arzten sowie geschultem nicht-drztlichem
Gesundheitspersonal zur Uberwachung der Risikofaktoren stellt eine Méglichkeit dar, den
Mangel an drztlichem Personal auszugleichen®67.68 Selbstverstindlich zdhlen die Umstellung
von Erndhrungsgewohnheiten® und beispielsweise die Salzreduktion ebenfalls zur Primarpra-

vention’.

Die Sekundarpravention dient der Verhinderung eines Rezidivs nach stattgehabtem ischami-
schem Schlaganfall oder transitorischer ischdmischer Attacke. Das Risiko eines Rezidivs
scheint in den ersten Tagen nach dem Ereignis am hdchsten zu sein’®, weshalb der friihe Be-
ginn praventiver MaRnahmen von grofRer Bedeutung ist. Das Gesamtrisiko fiir das Auftreten
eines Rezidivschlaganfalls innerhalb von finf Jahren betrigt aktuell etwa 10 %7*. Effektive
MafRnahmen im Rahmen dieser Sekundarpravention sind die Akuttherapie auf einer speziali-

sierten Schlaganfallstation, der Beginn einer die Thrombozytenaggregation hemmenden
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Therapie und eine friihzeitige Revaskularisation’2. Die tigliche Einnahme von Aspirin als se-
kundar praventive MaBnahme reduziert die Gefahr der Gesamtschlaganfille um ein Fiinftel”3.
Eine duale antithrombozytdare Therapie kann das Risiko eines Rezidivs insbesondere in der
Friihphase nach ischamischem Schlaganfall reduzieren, geht jedoch potentiell mit einem ho-
heren Blutungsrisiko fiir die Patientinnen und Patienten einher’4. Im Rahmen der ,CHANCE“-
Studie konnte gezeigt werden, dass eine Kombination von Aspirin und Clopidogrel bei Patien-
tinnen und Patienten nach transitorischer ischdmischer Attacke oder kleinem Infarkt der allei-
nigen Therapie mit Aspirin bezlglich des Rezidivrisikos in den ersten neunzig Tagen Uberlegen

ist, wobei das Blutungsrisiko nicht signifikant erhéht ist”> 76,

Patientinnen und Patienten mit kardioembolischem Schlaganfall, beispielsweise aufgrund ei-
nes Vorhofflimmerns, benétigen je nach CHA;DS,-VASc-Score’” eine Antikoagulationstherapie
im Rahmen der Sekundarpravention, um die Entwicklung weiterer ischamischer Schlaganfalle
zu verhindern. Der CHA,DS,-VASc-Score dient der Risikoabschatzung bezlglich des Auftretens
von Schlaganfillen bei bekanntem Vorhofflimmern?’. Aktuell stehen hierfiir verschiedene
Substanzen zur Verfiigung: Vitamin-K-Antagonisten (z. B. Warfarin, Marcoumar) und die soge-
nannten neuen oralen Antikoagulantien, auch direkte orale Antikoagulantien genannt, (z. B.
Dabigatran, Apixaban, Rivaroxaban, Edoxaban)’®. Verschiedene Studien zeigten eine deutliche
Reduktion des Schlaganfallrisikos bei Patientinnen und Patienten mit Vorhofflimmern unter
Warfarin-Einnahme’® 89, wobei ein Ziel-INR von 2,0 bis 3,0 angestrebt werden sollte8% 8, Api-
xaban, Rivaroxaban und Dabigatran scheinen keine schlechtere Wirkung als Warfarin zu ha-
ben®, wobei Rivaroxaban sogar effektiver als Warfarin bezuiglich der Pravention ischdmischer
Schlaganfélle zu sein scheint und dabei ein geringeres Risiko fiir intrazerebrale Blutungen, je-
doch ein hdheres Risiko fiir gastrointestinale Blutungen aufweist®. Apixaban ist wohl dhnlich
gut wirksam wie Warfarin bei einem geringeren Risiko fiir intrazerebrale Blutungen®. Lee et
al. konnten einen potentiellen Zusammenhang zwischen der Einnahme von Edoxaban und ei-
nem niedrigeren Schlaganfallrisiko im Vergleich zur Warfarin-Einnahme in der asiatischen Be-
vélkerung zeigen®. Die neuen oralen Antikoagulantien spielen also eine immer gréRere Rolle
in der Schlaganfallpravention bei Patientinnen und Patienten mit Vorhofflimmern. Der klare
Vorteil dieser Medikamente im Vergleich zu den Vitamin-K-Antagonisten ist die einfachere

Handhabung fir die Patientinnen und Patienten®’.
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Auch die Einnahme von Statinen nach einem ischamischen Schlaganfall oder einer transitori-
schen ischamischen Attacke kann das Risiko eines erneuten zerebrovaskuldren Ereignisses um

mehr als 20 % reduzieren® 82,

Ein weiterer Aspekt der Sekundarpravention ist die Revaskularisation bei symptomatischer
Karotisstenose’2. Hierbei ist selbstverstandlich, wie bei jeder medizinischen Intervention, eine
Nutzen-Risiko-Abwagung nétig. Bei Patientinnen und Patienten mit kirzlich symptomatischer
70-99 %iger Karotisstenose nach NASCET lasst sich das Schlaganfallrisiko durch eine operative
Thrombendarteriektomie halbieren. Eine Risikoreduktion um ein Viertel kann bei Patientin-
nen und Patienten mit einer 50-69 %iger Karotisstenose nach NASCET erreicht werden. Dabei
betragt das perioperative Risiko fir einen Schlaganfall oder Tod innerhalb von 30 Tagen nach
der Intervention 7 %. Bei Karotisstenosen unter 50 % nach NASCET Uberwiegt der Nutzen die
Risiken nicht, wobei diese Intervention bei Stenosen unter 30 % sogar schadlich sein kann.
Eine Alternative zum operativen Eingriff stellt aktuell das Verfahren des sogenannten ,en-
dovaskuladren Stenting“ dar. Im Rahmen der ,,CREST“-Studie konnten dhnliche Restenose- und
Okklusions-Raten zwei Jahre nach operativer Thrombendarteriektomie oder Stenting gezeigt
werden®!. Allerdings scheint die Thrombendarteriektomie beziiglich der prozeduralen Sicher-
heit und einer effektiven Schlaganfallpravention aktuell das liberlegenere Verfahren zu sein®%
93, Das Stenting als relativ neue Methode wird in Zukunft weitere technische und anwender-
spezifische Verbesserungen bendtigen, um eine gute minimalinvasive Alternative zum opera-

tiven Vorgehen zu werden®3.

1.8. Diagnostik

Die Genauigkeit und die zeitliche Dauer der Diagnosestellung ischdamischer Schlaganfalle sind
von groRer Bedeutung fiir die Therapie und die Prognose der Patientinnen und Patienten®.
Man verliert 1,9 Millionen Neurone in jeder Minute, in der ein Schlaganfall nicht therapiert
wird, weshalb sich der Ausdruck ,,time is brain“ in der Neurologie verbreitet hat®>. Das schnelle
und sichere Erkennen dieses Krankheitsbildes soll aktuell durch bestimmte Score-Systeme und
zerebrale Bildgebung ermoglicht werden, wobei sowohl die praklinische als auch die klinische

Phase beriicksichtigt werden muss.

Anamnestisch ergibt sich oftmals ein pl6tzlicher Beginn der fiir eine Ischdmie typischen Symp-

tomatik®*. Zur klinischen Einschdtzung eignen sich bestimmte Score-Systeme: Duvekot et al.
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postulierten, dass die drei Scores RACE (,Rapid Arterial oCclusion Evaluation®)®®, G-FAST
(,gaze-face-arm-speech-time test”) °” und CG-FAST (,,Conveniently-Grasped Field Assessment
Stroke Triage“)® am besten geeignet sind fuir die praklinische Anwendung®. In der klinischen
Situation wird in der Friihphase des Schlaganfalls der NIHSS (,National Institutes of Health
Stroke Scale”)'%° verwendet!?!, Dieses System zeichnet sich durch eine hohe Intra- und Inter-
Observer-Reliabilitat!%> und durch eine hohe Validitat beziglich der Korrelation mit dem In-

farktvolumen??® und der Prognose der Patientinnen und Patienten®+1073ys,

Die Durchfiihrung der zerebralen Bildgebung ist ein essenzieller Bestandteil der Diagnostik des
ischdamischen Schlaganfalls. Ziel ist es, eine intrakranielle Blutung oder andere Raumforderun-
gen auszuschliefen, das Ausmal des Infarktkernes und der Penumbra festzulegen und die
GefaRe darzustellen®®, Im Anschluss kann entsprechend der Befunde der Diagnostik mog-
lichst schnell die passende Therapie eingeleitet werden. In der Akutphase stellt die native
Computertomographie, die sich durch eine hohe Verfiigbarkeit, schnelle Durchfiihrung und
hohe Sensitivitit hinsichtlich der Darstellung intrakranieller Blutungen!® auszeichnet, eine
wichtige Untersuchungsmethode dar, wobei hier primar moégliche Kontraindikationen fiir eine
systemische Lysetherapie ausgeschlossen werden sollen1?, Infarkte mit kleinem Volumen und
in frithen Stadien sind CT-tomographisch jedoch deutlich schwerer zur detektieren!!!. Der In-
farktkern, der als das ischamisch irreversibel geschadigte Hirngewebe definiert ist, kann CT-
tomographisch als Hypodensitat und MR-tomographisch als DWI-Lasion dargestellt werden.
Areale mit Diffusionsstorung zeigen jedoch teilweise riicklaufige Schaden und kénnen somit
auch Teil der Penumbra sein. Die Darstellung des Infarktkernes dient der Prognoseabschat-
zung. Hierfir gibt es bestimmte Scores wie z. B. den ASPECT-Score im Rahmen der CT-Bildge-
bung®. Die Darstellung der Penumbra stellt ebenfalls eine wichtige Aufgabe der Bildgebung
hinsichtlich weiterer Therapieentscheidungen und der Prognose dar. Als Penumbra bezeich-
net man den Anteil des kritisch hypoperfundierten Hirngewebes, das durch zeitnahe Reperfu-
sion noch gerettet werden kann''2. Um die Penumbra bildmorphologisch einschitzen zu kén-
nen, bendtigt man eine Perfusionsbildgebung mittels CT-Perfusion oder MR-Perfusion. Diese
beiden zeichnen sich dadurch aus, dass sie dynamische Darstellungen liefern1%. Mithilfe die-
ser Methoden kann das sogenannte ,,Mismatch” bestimmt werden. Unter einem Diffusions-
Perfusions-Mismatch versteht man den MR-tomographisch dargestellten Unterschied des is-
chamie-bedingten Schadens in der Diffusions- und Perfusionswichtung. Ein Mismatch liegt

vor, wenn der Schaden sich in der Perfusionswichtung grofler darstellt als in der
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Diffusionswichtung. In solch einem Fall ist davon auszugehen, dass noch zu rettendes Hirnge-
webe vorhanden ist. Aktuell werden verschiedene Softwares und Techniken mit dem Ziel der
genaueren bildmorphologischen Abschatzung der Penumbra und damit einhergehenden The-
rapieentscheidungen getestet!'3. Zur GefdRdarstellung eignen sich ebenfalls CT- und MRT-
Modalitaten. Hierbei kommen die CT-Angiographie oder MR-Angiographie zum Einsatz. MR-
tomographisch kénnen die intrakraniellen GefdRe ohne Kontrastmittel mittels TOF (time off
light technic) dargestellt werde. Mittels der GefaRdarstellung kann man proximale GefaRRver-
schliisse nachweisen und eine entsprechende Therapie mit mechanischer Thrombektomie
einleiten. Des Weiteren lasst sich die Kollateralisierung einschatzen, die sich auf das Ausmaf
des Infarktkernes auswirken kann. AuBerdem kann man Stenosen, Tandemverschllsse oder
andere GefiRpathologien wie ggf. Dissektionen darstellen® 10, Um den arteriellen Blutfluss
unmittelbar zu erkennen, kann man eine Katheterangiographie durchfiihren, wodurch man
sehr genaue Angaben zur Kollateralisierung sowie zur GefdBanatomie und GefaRpathologien
machen kann. Dies ist jedoch eine invasive MalBnahme, die speziellen Fragestellungen vorbe-

halten ist!10.

Im Vergleich zur CT-Untersuchung stellt die kraniale MRT-Bildgebung eine Untersuchungsme-
thode dar, deren Sensitivitat bezliglich des Nachweises eines zerebralen Infarktes sowie des-
sen AusmaR innerhalb der ersten sechs Stunden nach Symptombeginn héher ist!14116 Mittels
der DWI-Sequenzen im Rahmen der MRT-Untersuchung lassen sich kleine, hyperakute, zereb-
rale Infarkte sowie atypisch gelegene, zerebrale Infarkte, die in der nativen CCT-Untersuchung
Ubersehen werden kénnen, darstellen?'®. Es muss jedoch erwadhnt werden, dass bei einem
Drittel der Patientinnen und Patienten mit kleinen Schlaganfillen und bei zwei Dritteln der
Patientinnen und Patienten mit transitorischen ischamischen Attacken keine DWI-Verande-
rung in der MRT-Untersuchung nachweisbar ist!'°, Ein weiterer Vorteil der kranialen MRT-
Bildgebung ist die Moglichkeit einer bildmorphologischen Abschatzung des Symptombeginns
bei anamnestisch unklarem Zeitbeginn mittels des DWI-Flair-Mismatches. Veranderungen in
der DWI-Sequenz kénnen bereits wenige Minuten nach Symptombeginn im Rahmen eines is-
chamischen Schlaganfalles nachgewiesen werden. FLAIR-Verdnderungen zeigen sich jedoch
erst nach einigen Stunden, sodass man bei einer vorhandenen DWI-Lasion ohne korrelierende
FLAIR-Ldsion davon ausgehen kann, dass sich das ischdmische Ereignis in einem Zeitfenster
ereignet haben muss, das mittels intravendser Lysetherapie sicher und effektiv behandelt

werden kann!'’. Die MRT-Bildgebung hat jedoch auch diverse Nachteile. So kommt es durch
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die langere Dauer der Untersuchung zu einem Zeitverlust beziiglich der Akuttherapie. Um das
Minimum an Sequenzen zu erhalten (T2-Wichtung, DWI, FLAIR und T2*), einen ischdmischen
Schlaganfall von einem hdmorrhagischen Schlaganfall oder von Stroke Mimics zu unterschei-
den, wird eine Untersuchungszeit von mind. 15 Minuten benétigt. Des Weiteren sind MRT-
Gerate kostenintensiver, im klinischen Alltag weniger haufig und insbesondere nachts oft
nicht verfugbar!'®. Dementsprechend stellt die CT-Untersuchung in der Akutsituation meist
die haufiger genutzte Methode dar, wobei die MRT-Untersuchung auch hinsichtlich der oben

erwahnten Vorteile zunehmend an Bedeutung gewinnt.

1.9. Therapie

In der Akuttherapie des ischamischen Schlaganfalls gibt es zwei Behandlungsmethoden, die
einzeln oder in Kombination angewendet werden kénnen. Zum einen ist hier die intravenose
Thrombolyse mit rt-PA (recombinant tissue plasminogen activator) vorhanden. Wie der Name
bereits sagt, handelt sich hierbei um einen rekombinanten Aktivator von Plasminogen zu Plas-
min, welches durch Fibrinolyse die Blutgerinnung hemmt!!®, Im Rahmen der “European
Cooperative Acute Stroke Study (ECASS) Ill trial” zeigte sich eine Wirksamkeit von rt-PA im
Vergleich zu einem Placebo bei der Akuttherapie des ischamischen Schlaganfalls, sofern die
Therapie innerhalb von 3-4,5 Stunden nach Beginn der Schlaganfallsymptomatik verabreicht
wird!'®, Dementsprechend empfehlen amerikanische und deutsche Leitlinien den Einsatz der
systemischen Lyse als Akuttherapie des ischdamischen Schlaganfalls nach Ausschluss von Kont-
raindikationen'?% 121 Es existieren viele Studien beziiglich einer Ausweitung des sogenannten
Zeitfensters von 4,5 Stunden®?? 123, Bei MR-tomographisch dargestelltem DWI-FLAIR-Mis-
match'?* oder einem CT- oder MR-tomographisch dargestelltem Mismatch zwischen Infarkt-
kern und Penumbra in einem Zeitfenster von maximal neun Stunden (vom Mittelpunkt des
Schlafes entfernt) empfiehlt die deutsche Leitlinie die Anwendung einer systemischen Ly-
setherapie!?® 12>, Ein erhdhtes Risiko fir intrakranielle Blutungen muss hierbei beachtet wer-
den??, Als neuere Alternative kann mittlerweile laut deutscher Leitlinie auch Tenecteplase
(eine genetisch modifizierte Variante der rt-PA) zur intravendsen Lysetherapie verwendet
werden, sofern ein GroRgefalRverschluss vorliegt und zuséatzlich eine mechanische Throm-
bektomie geplant ist'2%, Bezuglich des klinischen Outcomes und des Risikos einer symptoma-
tischen intrazerebralen Blutung sowie der Letalitit ergab sich weder eine Uber- noch Unter-

legenheit von Tenecteplase im Vergleich zu rt-PA126-128,
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Die zweite Akuttherapie des ischamischen Schlaganfalls stellt die mechanische Thrombekto-
mie dar, bei der zerebrale GefaRRverschllisse endovaskular wieder eréffnet werden und die
Perfusion des Hirngewebes wieder hergestellt werden soll. Die Cochrane Stroke Group unter-
suchte 2021 19 Studien mit insgesamt 3793 Probandinnen und Probanden, wobei die Mehr-
heit einen GroRgefaRverschluss im vorderen Stromgebiet erlitten hatte und innerhalb von
sechs Stunden nach Symptombeginn mittels mechanischer Thrombektomie behandelt wurde.
Dabei zeigte sich, dass sich durch die Therapie das funktionelle Outcome (gemessen am mRS)
besserte und die Wahrscheinlichkeit fiir Todesfélle reduziert wurde. Das Risiko fiir symptoma-
tische intrakranielle Blutungen wurde dabei durch die mechanische Thrombektomie nicht ge-
steigert 12°. Im Verlauf konnten zwei groRe Studien zeigen, dass bei ischdmischen Schlaganfal-
len im hinteren Stromgebiet mit GroRgefdRverschluss eine dhnliche Effektivitdt der mechani-
schen Thrombektomie besteht wie bei GefidRverschliissen im vorderen Stromgebiet!3% 131,
Zwei weitere Studien hingegen zeigten keinen signifikanten Unterschied zwischen der en-
dovaskuldren Therapie und der medikamentdsen Therapie fir vertebrobasilire GefaRver-
schliisse'3? 133, Jedoch wiesen beide dieser Studien systematische Limitationen auf. 2022
konnte mit der ,ATTENTION“-Studie gezeigt werden, dass Patientinnen und Patienten mit ei-
nem Verschluss der A.basilaris innerhalb von zwolf Stunden seit Symptombeginn durch eine
mechanische Thrombektomie ein besseres funktionelles Outcome nach 90 Tagen zeigten als
Patientinnen und Patienten ohne interventionelle Therapie. Jedoch war die mechanische
Thrombektomie mit dem erhdhten Risiko fir durch die Intervention hervorgerufenen Kompli-

kationen und fur intrazerebrale Blutungen verbunden®3*,

1.10. Biomarker in der Medizin

1.10.1. Begriffsdefinition und Anwendungsbereiche

Im Jahr 2001 legte die Arbeitsgruppe , Biomarkers Definition Working Group” der US-ameri-
kanischen , National Institutes of Health” folgende Begriffsdefinition fest: Unter einem Bio-
marker versteht man ein Merkmal, das objektiv gemessen wird und als Indikator fiir physiolo-
gische oder pathologische Prozesse oder fiir eine pharmakologische Reaktion auf therapeuti-
sche Interventionen zu bewerten ist'3. Eine aktuellere Definition des Begriffs Biomarker lie-

ferte FitzGerald im Jahr 2016. Er bezeichnete Biomarker als funktionale Varianten oder
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guantitative Indizes eines biologischen Prozesses, die die Entwicklung oder Pradisposition fir
eine Krankheit oder eine Reaktion auf eine Therapie vorhersagen oder reflektieren'3®. Beide
Definitionen kdnnen jedoch die Komplexitdt des Begriffs Biomarker nicht abbilden. Die Ar-
beitsgruppe ,Biomarkers Definition Working Group” lasst mit ihrer Definition die Tatsache
aus, dass nicht alle Biomarker objektiv gemessen werden kénnen (z. B. histologische oder ra-
diologische Untersuchungen). Des Weiteren bleiben bei dieser Definition nicht pharmakologi-
sche Interventionen wie z. B. chirurgische Eingriffe unbeachtet. FitzGerald hingegen lasst die
Moglichkeit von strukturellen im Vergleich zu funktionellen Varianten sowie qualitativen im
Vergleich zu quantitativen Indizes in seiner Definition unerwdhnt. AuRerdem beinhaltet seine
Definition nicht die Méglichkeit, das Vorhandensein einer Krankheit mittels Biomarkern zu ve-

rifizieren 137,

Etwas spezifischer konnen jedoch die Anwendungsmoglichkeiten von Biomarkern definiert
werden: Hier unterscheidet man sogenannte diagnostische Biomarker, Monitoring Biomarker,
pharmakodynamische Biomarker, pradiktive Biomarker, prognostische Biomarker, Sicher-
heitsbiomarker, Risikobiomarker sowie Surrogatmarker. Biomarker kénnen als diagnostisches
Mittel zur Identifikation einer Erkrankung (z. B. erh6hte Blutglucosewerte zur Diagnosestel-
lung eines Diabetes mellitus!3®) verwendet werden!®. AuRerdem gibt es sogenannte Monito-
ring Biomarker, die durch wiederholte Messungen den Status einer Erkrankung oder den Ef-
fekt einer therapeutischen Intervention zeigen kdnnen (z. B. Messung der CD4-Zellzahlim Rah-
men der Therapie der HIV-Infektion'3°). Des Weiteren unterscheidet man pharmakodynami-
sche Biomarker, die sich durch die Verwendung eines medizinischen Produktes oder durch
einen Umweltstoff (z. B. blutdrucksenkende Wirkung von ACE-Hemmern bei priméarer Hyper-
tonie'??) verandern. Eine weitere Art der Biomarker stellen pradiktive Biomarker dar. Diese
sind dadurch definiert, dass das Vorhandensein oder eine Veranderung des Biomarkers vor-
hersagt, dass eine Person oder eine Gruppe von Personen mit héherer Wahrscheinlichkeit
eine glnstige oder unginstige Auswirkung durch die Exposition gegeniiber einem medizini-
schen Produkt oder einem Umweltstoff (z. B. besseres Therapieansprechen auf Trastuzu-
mab/Pertuzumab bei Her2-positiven Patientinnen und Patienten mit Mammakarzinom'4?) er-
fahren wird. Prognostische Biomarker werden verwendet, um die Wahrscheinlichkeit eines
klinischen Ereignisses, eines Krankheitsrickfalls oder eines Krankheitsverlaufs bei Patientin-
nen und Patienten mit einer bestimmten Krankheit oder einem bestimmten medizinischen

Zustand zu ermitteln (z. B. prognostische Aussagekraft der Amplifikation von Her2/neu-Genen
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bei Mammakarzinom!4!). Sicherheitsbiomarker werden vor oder nach der Exposition mit ei-
nem medizinischen Produkt oder einem Umweltstoff gemessen, um die potentielle Toxizitat
zu bestimmen bzw. zu tberwachen und dienen damit der Applikationssicherheit (z. B. Mes-
sung des Serumkreatininwertes bei Gabe von nephrotoxischen Medikamenten!4?). Als Risiko-
biomarker bezeichnet man diejenigen, die das Potenzial fiir die Entwicklung einer Krankheit
oder eines medizinischen Zustands bei einer Person anzeigen, die derzeit unter keiner klinisch
erkennbaren Krankheit leidet (z. B. Nachweis von Apolipoprotein E Genvariationen als Risiko-
biomarker fiir eine Pradisposition an der Alzheimerkrankheit zu erkranken#3). Zuletzt kénnen
bestimmte Biomarker auch im Rahmen klinischer Studien angewendet werden. Hierfiir wer-
den zunéchst klinische Endpunkte definiert. Dies sind Messungen oder Analysen von Krank-
heitsmerkmalen im Rahmen einer Studie, die die Wirkung einer therapeutischen Intervention
widerspiegeln. Dabei kann der klinische Endpunkt durch einen hierfiir geeigneten Biomarker
ersetzt werden, den man dann als Surrogatmarker bezeichnet. Dieser muss das Vorhanden-
sein oder Fehlen eines klinischen Nutzens oder Schadens auf der Grundlage von epidemiolo-
gischen, therapeutischen, pathophysiologischen oder anderen wissenschaftlichen Erkenntnis-
sen vorhersagen konnen. Dementsprechend sind alle Surrogatmarker Biomarker, aber bei

Weitem nicht jeder Biomarker ist ein Surrogatmarker!3> 144,

1.10.2. Vor- und Nachteile von Biomarkern

Um einen Biomarker als solchen zu identifizieren, ist es notig, die Pathophysiologie der Erkran-
kung sowie alle Aspekte, die damit assoziiert sind, zu kennen. Im nachsten Schritt muss dann
der Mechanismus erkannt werden, der die Pathophysiologie beeinflusst. Letztendlich muss
nachgewiesen werden, dass die potentiellen Biomarker mit diesen Prozessen korrelieren'?’.
Zu guter Letzt muss der jeweilige Biomarker validiert werden, was bedeutet, dass der Biomar-
ker unter realen Bedingungen zuverlassig das gewlinschte Ergebnis erbringt. Die Validitat wird

mittels weiterer, unabhéngiger klinischer Studien getestet!3’.

Einen Vorteil von Blut-basierten Biomarkern stellt die einfachere und kostenglinstigere Mes-
sung z.B. im Vergleich aufwendiger Bildgebung sowie die Mdglichkeit der wiederholten Ana-
lyse Giber einen kurzen Zeitraum dar. Blut-basierte Biomarker ermdglichen es auRerdem, ethi-
sche Probleme zu verhindern, die im Rahmen von Studien entstehen kdnnen, wenn klinische

Endpunkte gemessen werden sollen®3’. Beispielsweise kann die Paracetamolkonzentration im
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Serum bei Paracetamoliliberdosierung gemessen werden, um eine Therapieentscheidung zu
treffen, statt zu warten, bis bei den Patientinnen und Patienten eine Leberschadigung nach-
gewiesen werden kann *°, Ein Nachteil des Einsatzes von Biomarkern ergibt sich durch die
Gefahr einer Fehlinterpretation des Zusammenhanges zwischen dem Biomarker und den Aus-
wirkungen auf die Erkrankung. Beispielsweise ist CA 19-9 als Tumormarker bekannt, der im
Rahmen eines Pankreaskarzinoms erhéht sein kann. Es kénnen jedoch auch erhéhte Werte im
Rahmen einer Cholestase oder Lebererkrankung ohne Vorhandensein einer Malignitat detek-
tiert werden®#®, AuRerdem kdnnen gewisse Storfaktoren wie z.B. die Einnahme von Medika-
menten die Messung von Biomarkern beeinflussen. Des Weiteren ist es moglich, dass sich Do-
sis-Wirkungs-Kurven fiir Effekte einer Intervention auf das primare Ergebnis und auf die Bio-
marker unterscheiden. In diesem Fall spiegelt eine Veranderung des Biomarkers moglicher-
weise nicht das genaue Ausmal’ auf das Outcome wider. Ebenfalls kann eine mangelnde Re-
produzierbarkeit der Methoden zur Messung der Biomarker deren Verwendung limitieren.
Beispielsweise gibt es kein standardisiertes Messverfahren zur Bestimmung der Aktivitat der
Thiopurin-Methyltransferase. Es muss auch hinterfragt werden, ob ein einzelner Biomarker
alle Facetten abbilden kann, die zur Uberwachung einer Intervention nétig sind. Aus diesen
Griinden ist es von groRer Bedeutung Biomarker vor ihrer Verwendung griindlich zu testen!?’.
Ein GroRteil der Biomarker schafft es nicht eine 100%ige Sensitivitat und Spezifitat zu errei-
chen'¥’. Aus diesem Grund werden zunehmend Panels von Biomarkern angewendet, statt sich
auf einzelne Biomarker zu fokussieren!8. Biomarker sollten nie als alleinige Grundlage fir di-
agnostische, prognostische und therapeutische Entscheidungen verwendet werden, sondern
eher leiten und, kombiniert mit arztlichem Fachwissen und klinischem Urteilsvermdgen, ein-
gesetzt werden!¥” 49, Um hypothesenfrei und global neue Biomarker identifizieren zu kén-
nen, wird der Fokus zunehmend auf sogenannte Omik-Untersuchungen gelegt, zu denen die

Transkriptomik, Genomik, Proteomik und Metabolomik gehéren**,
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1.10.3. Biomarker beim ischamischen Schlaganfall

1.10.3.1. Potentielle Anwendungsbereiche

Die Verwendung von Blut-basierten Biomarkern im Rahmen der Diagnostik, Therapie und
prognostischen Abschatzung beim ischamischen Schlaganfall ist Teil vieler aktueller klinischer

Studien.

Zum einen wird untersucht, inwiefern bestimmte Blut-basierte Biomarker als diagnostische
Marker beim ischamischen Schlaganfall verwendet werden konnen. Wie oben bereits be-
schrieben stiitzt sich die aktuelle Diagnostik dieser Erkrankung auf aufwendige bildgebende
Verfahren. Eine einfachere, schnellere und kostengiinstigere Methode zur Diagnosestellung
des ischamischen Schlaganfalls ware wiinschenswert. Die Bestimmung von Blut-basierten Bi-
omarkern im Vergleich zur CT-Bildgebung kdénnte insbesondere auch praklinisch zum Einsatz
kommen, um beispielsweise die Entscheidung zu einer systemischen Lysetherapie und deren
Durchfiihrung bereits praklinisch zu erméglichen und damit die Zeit bis zur Therapie zu verrin-
gern>0 151 Tiedt et al. konnten im Jahr 2020 41 Metabolite detektieren, die im Vergleich zur
gesunden Kontrollgruppe signifikant mit dem Vorhandensein eines ischamischen Schlaganfalls
assoziiert sind. Des Weiteren konnten vier Metabolite (asymmetrisches und symmetrisches
Dimethylarginin, Pregnenolonsulfat und Adenosin) herausgefiltert werden, die mit einem
AUC-Wert (area under the curve) von 0,9 der CT-Bildgebung, die einen AUC-Wert von 0,8 hat,
beziiglich der Unterscheidung zwischen ischdamischen Schlaganfallen und Stroke Mimics tber-
legen waren. Alle vier Metabolite waren in den Messungen 90 Tage nach dem Ereignis auf
demselben Level wie die Messungen in der Kontrollgruppe, was darauf schlieRen lasst, dass
sie im Rahmen des Akutereignisses erhéht sind**2. Zum anderen existieren Studien, die sich
mit der Frage der Unterscheidung zwischen ischamischen und hamorrhagischen Schlaganfal-
len mittels Blut-basierten Biomarkern beschéftigen, was in der Akutphase der Diagnostik von
grofler Bedeutung ist, um die korrekte Therapie einzuleiten. Hierbei zeigten sich bei Patientin-
nen und Patienten mit ischamischem Schlaganfall andere Metabolite erhoht als bei Patientin-
nen und Patienten mit hdmorrhagischem Schlaganfall, was auf die unterschiedliche Pathophy-
siologie der Erkrankungen zuriickzufiihren ist'>3, Im Rahmen vieler weiterer Studien konnten

Metabolite detektiert werden, mit Hilfe derer ischamische Schlaganfille erkannt werden
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kénnen und eine Unterscheidung zwischen ischamischem und hamorrhagischem Schlaganfall
maoglich ist 13157, Hierbei stellen die zwei Biomarker GFAP (glial fibrillary acidic protein) und
RBP4 (retinol-binding protein 4) eine gute Option dar, den ischdmischen Schlaganfall vom ha-
morrhagischen zu unterscheiden®®. GFAP wird nach einem hdmorrhagischen Schlaganfall
rasch ins Blut freigesetzt und zeigt signifikant hohere Werte bei Patientinnen und Patienten
mit hdmorrhagischem Schlaganfall im Vergleich zu Patientinnen und Patienten mit ischami-
schem Schlaganfall*>® 15°, Die Kombination von GFAP mit RBP4 verbessert die Unterscheidung

der beiden Krankheitsbilder zudem?0,

Die Etablierung eines diagnostischen Biomarkers fir die transitorische ischamische Attacke
waére ebenfalls hilfreich, da die Patientinnen und Patienten bei Ankunft in der Klinik meist be-
reits wieder asymptomatisch sind und die Diagnosestellung deshalb aktuell hauptsachlich auf

der Anamnese beruht!>% 161,

Ein weiterer Aspekt in der Verwendung von Biomarkern im Rahmen der Diagnostik stellt die
Bestimmung der Atiologie des ischdmischen Schlaganfalls dar. Bei 25 % aller Patientinnen und
Patienten mit ischamischem Schlaganfall lasst sich trotz umfassender Diagnostik keine spezi-
fische zugrundeliegende Atiologie feststellen. Es wird vermutet, dass ein GroRteil dieser Pati-
entinnen und Patienten unter paroxysmalem Vorhofflimmern als Ursache des ischamischen
Schlaganfalls leidet, was oftmals nicht detektiert werden kann1®2. Liombart et al. konnten zei-
gen, dass BNP (b-type natriuretic peptide) sowie NT-pro-BNP (N-terminal pro-BNP) bei Pati-
entinnen und Patienten mit kardioembolischen Schlaganfallen signifikant héher ausfallen als
bei Patientinnen und Patienten mit anderen Schlaganfallsubtypen3 164 |m Rahmen der ,AR-
CADIA“-Studie wird aktuell untersucht, ob durch eine antikoagulatorische Therapie bei Pati-
entinnen und Patienten mit embolischem Infarkt mit unbekannter Emboliequelle und atrialer
Kardiopathie (Hierfiir muss mind. eines der folgenden Kriterien zutreffen: negativer Anteil der
P-Welle in V1 > 5000uV im EKG, Serum NT-pro-BNP > 250 pg/ml, linker Vorhofdurchmesser
> 3cm/m? in der Echokardiographie) das Risiko eines erneuten Schlaganfalls gesenkt werden
kann'®. Hier wird also ebenfalls NT-pro-BNP als Biomarker fiir kardioembolische Infarkte un-
tersucht. Im Rahmen der ,,STROKESTOP II“-Studie konnte gezeigt werden, dass NT-pro-BNP
als Screeningmethode fir Vorhofflimmern in der Allgemeinbevolkerung nitzlich sein
kénnte®®% 166 Tiedt et al. beobachteten, dass die Messungen von symmetrischem Dimethly-

arginin bei Patientinnen und Patienten mit kardioembolischem Schlaganfall signifikant hoher



Einleitung 28

ausfielen im Vergleich zu atherosklerotischen Schlaganfillen oder Schlaganfallen unklarer A-
tiologie. Das konnte darauf hindeuten, dass symmetrisches Dimethylarginin auch zur Bestim-
mung der Atiologie eines Schlaganfalls niitzlich sein kénnte>2. Atiologie spezifische Biomarker
kénnten in Zukunft die primare und sekundéare Pravention des ischdmischen Schlaganfalls ver-

bessern und somit das Auftreten des ischamischen Schlaganfalls und Rezidive verhindern.

Des Weiteren werden pradiktive Biomarker untersucht, die das Ansprechen der Patientinnen
und Patienten auf die Therapieoptionen des ischamischen Schlaganfalls vorhersagen sollen.
Die Bestimmung von Fibrinolyse-Inhibitoren vor Therapiebeginn kann das Risiko fiir eine
symptomatische intrakranielle Blutung unter oder nach systemischer Lysetherapie vorhersa-
gen'®’. Niedrige Spiegel von ADAMTS13 (Eine Metalloprotease, die von-Willebrand-Faktor,
der ein Schliisselfaktor in der Thrombusbildung ist, wirksam abbaut'®8,) zeigen auRerdem eine
Korrelation mit einem schlechten Ansprechen auf rekanalisierende MaBnahmen, wobei dies
fur die systemische Lysetherapie und mechanische Rekanalisation zutrifft®°. Es wurden au-
Rerdem Biomarker beschrieben, die mit einem Risiko fiir eine hamorrhagische Transformation
des ischamischen Schlaganfalls assoziiert sind'’%-174, Mit Hilfe dieser Biomarker kénnte in Zu-
kunft also das individuelle Ansprechen einer Patientin oder eines Patienten auf die Schlagan-

falltherapie vorhergesagt werden, was eine personalisierte Therapie ermdoglichen konnte.

Das Outcome von Patientinnen und Patienten mit stattgehabtem ischamischem Schlaganfall
unterscheidet sich von Patientin und Patient zu Patientin und Patient sehr®*°, weshalb prog-
nostische Biomarker hilfreich waren, um eine individuelle Aussage bezliglich der Prognose ma-
chen zu kdénnen. Es konnte z. B. gezeigt werden, dass inflammatorische Parameter wie Inter-
leukin-6 und Copeptin bei Patientinnen und Patienten mit ischdmischem Schlaganfall zusatz-
liche pradiktive Informationen beziiglich des funktionellen Outcomes und der Mortalitat nach
90 Tagen liefern kdnnen'’>. Ebenfalls scheint die initiale Bestimmung von Procalcitonin ein
unabhangiger Pradiktor fiir das funktionelle Outcome und die Mortalitdt von Patientinnen und
Patienten mit ischamischem Schlaganfall zu sein'’®. Das Vorhandensein von SAA1/2 (Serum
Amyloid A) korreliert wohl mit dem Risiko fiir die Entwicklung einer Infektion bei Patientinnen
und Patienten mit ischdmischem Schlaganfall'’’. Diese Pradiktoren kdnnten in Zukunft eine

individualisierte Prognoseabschatzung ermdglichen.
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1.10.3.2. Identifizierung neuer Biomarker mittels Multi-Omik-Analysen

Bisher konnte jedoch keiner dieser Blut-basierten Biomarker beim ischamischen Schlaganfall
in die klinische Routine tberflihrt werden. Multi-Omik Analysen stellen eine neue Moglichkeit
dar, potentielle Biomarker fiir ein Erkrankungsbild zu identifizieren. Hierzu gehéren die Prote-
omik (Erforschung der in einer Zelle oder einem Lebewesen unter definierten Bedingungen
und zu einem definierten Zeitpunkt vorliegenden Proteine!’8), die Genomik (Erforschung des
Aufbaus von Genomen und der Wechselwirkungen zwischen Genen?’®), die Transkriptomik
( Analyse von RNA-Molekiilen zur Untersuchung der Genexpression'8®) und die Metabolomik
(Identifizierung und Quantifizierung von Metaboliten und Erforschung der Wechselwirkungen

der Metabolite 181 182),

Im Rahmen der Proteomik wurde die Expression von Matrix Metalloproteinasen in den Neu-
ronen und dem GefalRsystem im Rahmen eines ischdmischen Schlaganfalls untersucht. Dabei
konnte eine selektive, zellabhdngige Sekretion von Matrix Metalloproteinase gezeigt wer-
den'83, Mit der Weiterentwicklung der Analysetechniken konnten im Verlauf Verdnderungen
in der Proteinexpression im gesamten Gehirngewebe von Schlaganfallpatientinnen und -pati-
enten je nach Lokalisation dargestellt werden'84, Mit einer weiteren Verbesserung der Technik
war es moglich, bisher nicht bekannte Proteine im ischamischen Gehirngewebe zu detektie-
ren, wobei 51 verschiedene Proteine mit veranderter Expression im ischamischen Gehirnge-
webe identifiziert werden konnten®®. Im Jahr 2018 wurden erstmals die Veridnderungen der
Proteinexpression im Rahmen des ischdmischen Schlaganfalls in jeder einzelnen Komponente
der neurovaskularen Einheit untersucht. Zum weiteren Verstandnis der Pathophysiologie des
ischdmischen Schlaganfalls wurde die Proteomik vom Gehirngewebe auf extrazelluldre Flis-
sigkeiten wie Gewebsflissigkeit, Blut und Liquor ausgeweitet'®%18 Dije Proteomik fiihrte in
den letzten Jahren dazu, dass viele potentielle diagnostische und prognostische Biomarker fiir
den ischamischen Schlaganfall gefunden werden konnten. Jedoch konnte bisher keiner dieser
Biomarker in die klinische Anwendung tberfiihrt werden. Dies liegt wohl vor allem daran, dass
man eine EinheitsgroRe fiir alle Individuen finden wollte, was aber wohl nicht der Realitat ent-
spricht. Denn Patientinnen und Patienten reagieren individuell unterschiedlich auf Therapien,
was die Fokussierung auf eine personalisierte Medizin nétig macht®°, Ein weiterer Faktor, der
aktuell die Anwendung im klinischen Alltag behindert, ist die Komplexitat des Proteoms im

menschlichen Blut, was die Identifikation von spezifischen zerebrovaskuldaren Biomarkern
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schwierig macht>® 178, Um eine klinische Anwendung dieser Biomarker in Zukunft zu ermdog-
lichen, werden deutlich groRere Proteomikstudien mit groBen Fallzahlen an Patientinnen und

Patienten und damit verbundenen hohen Kosten nétig sein'>.

Die Genomik des ischamischen Schlaganfalls zu entschliisseln, stellte sich aufgrund der Hete-
rogenitat dieser Erkrankung im Vergleich zu anderen vaskuldren oder neurologischen Erkran-
kungen als komplex heraus'®°, Hohe Fallzahlen sind nétig, um auf diesem Gebiet eine ausrei-
chende statistische Power zu erreichen. Hierfir wurden groRe internationale Konsortien ge-
bildet, was zu einem deutlichen Fortschritt in diesem Forschungsgebiet beitrug®® %0, Im Rah-
men der ,,MEGASTROKE“-Studie konnten insgesamt 32 Genloci gefunden werden, die mit ei-
nem erhdhten Risiko fir das Auftreten eines Schlaganfalls einhergehen®®!. Es konnten auRer-
dem Genloci identifiziert werden, die mit bestimmten Schlaganfallsubtypen assoziiert sind*%%
201 Genetische Assoziationen mit der Erkrankung Schlaganfall zu identifizieren, kann helfen,
die molekularen Prozesse des Schlaganfalls besser zu verstehen und gezielte Therapien fir
dieses Erkrankungsbild zu entwickeln. Dies stellt ein wichtiges Ziel im Rahmen dieser For-
schung dar®® 11, Des Weiteren kann die Kenntnis dieser Genloci hilfreich sein, um das indivi-
duelle Risiko einer Person fiir die Entwicklung dieser Erkrankung zu bestimmen?°, Dies stellt
sich beim Schlaganfall aufgrund der polygenetischen Assoziationen als sehr komplex dar im
Vergleich zu anderen seltenen Erkrankungen mit monogenetischen Mutationen?2, Im Rah-
men der Genomik werden individuelle Unterschiede der Gene untersucht, die im einzelnen
Individuum jedoch wahrend der Lebenszeit stabil bleiben. Die Epigenomik hingegen beschaf-
tigt sich mit dynamischen und gewebsspezifischen Regulationsmechanismen der Genexpres-
sion, wobei die haufigste Form die DNA-Methylierung darstellt. Damit kann untersucht wer-
den, inwiefern epigenetische Faktoren komplexe Erkrankungen beeinflussen. Die DNA-Methy-
lierung kdnnte die Mechanismen des Schlaganfalls durch Einfluss von genetischen oder Um-
weltfaktoren verdandern, konnte aber auch als Biomarker dienen, falls epigenetische Verande-

rungen eine Ursache oder eine Folge der Erkrankung sind*°.

Im Rahmen der Transkriptomik werden die Genexpression in peripheren Blutzellen sowie
RNAs im Plasma als potentielle Biomarker mittels Studien untersucht?>°. Moore et al. konnten
im Jahr 2005 zeigen, dass sich das Genexpressionsprofil in mononukleadren Zellen des mensch-
lichen Blutes im Rahmen des akuten ischdmischen Schlaganfalls im Vergleich zu einer gesun-

den Kontrollgruppe verandert. Einige dieser Veranderungen stehen pathophysiologisch im
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Einklang mit der Anpassung an eine Ischdmie im zentralen Nervensystem?%3, Des Weiteren
konnten Unterschiede im Transkriptom von Patientinnen und Patienten mit ischamischem
Schlaganfall, hdmorrhagischem Schlaganfall und gesunder Kontrollgruppe festgestellt wer-
den?%4, Aktuell stellt der zeitliche Aufwand zur Messung der RNAs noch eine Limitation fiir die
klinische Anwendung dar*. Es wird auBerdem untersucht, inwiefern Genexpressionsprofile
zur Unterscheidung von Schlaganfallsubtypen genutzt werden kénnen 2%>-207_ Dies stellt eben-
falls eine Méglichkeit dar, die Atiologie der Infarkte mit unklarer Atiologie vorherzusagen?2°,
Weiterer Bestandteil der Transkriptomik ist die Untersuchung von zirkulierenden ncRNAs (non
coding RNAs). Die Menge an vorhandenen ncRNAs ist enorm, da zwar ein GroRteil des Genoms
in RNA transkribiert wird, jedoch nur ein sehr geringer Anteil in Proteine translatiert wird2%®
210 Neben den ribosomalen und transfer RNAs gehéren hierzu eine Menge an regulatorischen
RNA-Klassen. Innerhalb der ncRNA unterscheidet man wie folgt: IncRNA (long non-coding RNA
mit einer Ldnge von = 200 Nukleotiden) und small non-coding RNA (< 200 Nukleotide), zu de-
nen unter anderem Micro-RNAs zihlen?®. Im Jahr 2016 konnte im Rahmen einer Studie ge-
zeigt werden, dass sich die Expression von 299 Inc-RNAs bei Mannern und 97 Inc-RNAs bei
Frauen mit ischamischem Schlaganfall signifikant von der Kontrollgruppe unterschied?!!. Wei-
tere Studien konnten ebenfalls signifikante Veranderungen nachweisen?'? 213, Micro-RNAs
sind wichtige epigenetische Regulatoren des Immunsystems, die die zelluldre Genexpression
beeinflussen?4. Es konnten Verinderungen der extrazelluldren micro-RNAs, die z. B. aus dem
ischdmischen Gehirn stammen, im Plasma von Schlaganfallpatientinnen und -patienten nach-
gewiesen werden?9% 214 215 Epenfalls zeigten sich Veranderungen der intrazelluldren micro-
RNAs in zirkulierenden Leukozyten oder anderen Blutzellen beim akuten Schlaganfall. Man
geht davon aus, dass diese micro-RNAs die Aktivierung des Immunsystems im Rahmen des

Schlaganfalls regulieren?®,

Die Metabolomik ist eine sehr vielversprechende Strategie zur Identifizierung von Blut-basier-
ten Biomarkern?!’. Im Rahmen dieses Forschungsbereiches werden Profile von Metaboliten
in Bioflussigkeiten, Zellen und Geweben erstellt?!®, Metabolite sind kleine Molekile (typi-
scherweise < 1,5kDa)®?, die Substrate und Produkte des Stoffwechsels sind, die wesentliche
zellulare Funktionen wie Energieerzeugung und -speicherung, Signaltransduktion und
Apoptose steuern?!®, Sie umfassen beispielsweise Aminosiuren, Lipide, Kohlenhydrate, Kofak-
toren/Vitamine, Energiemetabolite, Nukleotide, Peptide und Xenobiotika?'®. Eine Hirnischa-

mie verursacht lokale und systemische metabolische Veranderungen wie z. B. Verdnderungen
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im zellularen Energiestoffwechsel aber auch eine globale Stressreaktion, weshalb es naheliegt,
nach Metaboliten als potentiellen Blut-basierten Biomarkern fir den Schlaganfall zu suchen.
Technisch basiert dieser Ansatz auf der sogenannten Massenspektrometrie und Kernspinre-
sonanz??°. Man unterscheidet zwei Herangehensweisen: Der ungezielte Ansatz wird im Rah-
men von hypothesengenerierenden Studien verwendet, die im Allgemeinen eine unvoreinge-
nommene umfassende Analyse der gesamten Metabolitenmenge beinhaltet. Dabei wird auf
den Vergleich metabolischer Profile zwischen Patientinnen und Patienten mit einer bestimm-
ten Erkrankung und einer Kontrollgruppe abgezielt. Dadurch kénnen neue Metabolite grund-
satzlich relativ zuverlassig identifiziert werden. Jedoch weist dieser Ansatz eine geringe Prazi-
sion und eine geringe Genauigkeit auf??!. Im Gegensatz dazu validiert der gezielte metabolo-
mische Ansatz potentielle Biomarker, die bereits identifiziert wurden, bevor sie klinisch ver-
wendet werden. Diese Strategie misst eine relativ kleine Anzahl bekannter Metaboliten und
bietet daher eine optimale Sensitivitdt und Spezifitit gegeniiber ungezielten Ansitzen??2. Das
Metabolom ist hoch dynamisch, zeitabhangig und reagiert sensitiv auf viele Umweltbedingun-
gen?, Es kommt dem Phinotypen am ndchsten bzw. kann den Phinotypen am besten vor-
hersagen??3. Diese Eigenschaften sind von Vorteil in der Verwendung als Biomarker. Jedoch
gibt es viele chemisch verschiedene Metabolite, was die Wahl des richtigen Extraktionsver-
fahrens schwierig macht bzw. die Verwendung vieler verschiedener Methoden nétig macht?24.
Es werden laufend neue Bioinformatik-Tools entwickelt, mit dem Ziel die komplexen Fragen
in diesem Bereich zu beantworten??3. Im Rahmen der Metabolomik kann es also gelingen ge-
webe- bzw. mechanismusspezifische Biomarker zu identifizieren??!. Dadurch wird ein tiefer
und dynamischer Einblick in die Stoffwechselfunktionen von Zellen, Geweben und Organen
ermoglicht??. Dies kann zu einem besseren Verstidndnis pathophysiologischer Vorgange fiih-
ren?2®, Insbesondere fiir Krankheiten, bei denen Stoffwechselstérungen eine Schlisselrolle bei
der Entstehung und dem Fortschreiten spielen, wie z.B. dem ischamischem Schlaganfall, stel-
len Metabolite somit gute potentielle Blut-basierte Biomarker dar??>. Metabolite sind klein
und konnen die Blut-Hirn-Schranke passieren. Deshalb kénnten sie beim ischamischen Schlag-
anfall gut als diagnostischer Biomarker eingesetzt werden, da ihre Verdanderungen in der
akuten Krankheitsphase ggf. friiher detektiert werden kénnen im Vergleich zu anderen Blut-

basierten Biomarkern wie z.B. Proteinen?°.

Im Folgenden soll anhand der verschiedenen Metabolitenklassen der aktuelle Stand der For-

schung hinsichtlich Metaboliten beim ischamischen Schlaganfall aufgefiihrt werden.
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Hu et al. konnten bestimmte Aminosduren detektieren, die bei Patientinnen und Patienten
mit ischdmischem Schlaganfall im Vergleich zur Kontrollgruppe und Patientinnen und Patien-
ten mit hamorrhagischem Schlaganfall erhéht waren, sodass diese als diagnostische Biomar-
ker Verwendung finden konnten. Die Verallgemeinerbarkeit dieser Ergebnisse muss jedoch in
Frage gestellt werden, da keine Adjustierung fiir demographische und vaskulare Risikofakto-
ren und keine externe Validierung durchgefiihrt wurden®% 5% Dahingegen scheinen ver-
zweigtkettige Aminosauren im Rahmen des ischamischen Schlaganfalls vermindert zu sein,
wobei der Grad der Verminderung mit dem neurologischen Outcome korreliert??’. Hier kime

eine Verwendung als prognostische Biomarker in Frage.

Lipide erfillen diverse Funktionen im menschlichen Kérper, wobei es tiber 1000 verschiedene
Lipide gibt. Durch ihre charakteristische chemische Beschaffenheit konnen sie sich zu Memb-
ranen und Lipidtropfchen formieren, beeinflussen die Organisation von Membranen und sind
an der Signaltransduktion beteiligt??® 22°, Triacylglycerine und Cholesterolester mit niedriger
Kohlenstoffzahl und niedrigem Doppelbindungsanteil konnten 2014 im Rahmen einer Studie
als starkste Pradiktoren fiir kardiovaskuldre Erkrankungen herausgefiltert werden?3°. In einer
weiteren Studie zeigten sich 2019 die langkettigen Dicarbonsauren Tetradecandioat und He-
xadecandioat mit einem hdheren Risiko fiir ischamischen Schlaganfall und insbesondere fiir
den kardioembolischen Schlaganfall assoziiert?3!. Sie wiren also als pradiktive Biomarker
denkbar. AuRRerdem scheinen Sphingolipide bei Patientinnen und Patienten mit Schlaganfall
im Plasma erhoht zu sein und die Sphingolipidwerte scheinen mit dem Volumen des ischami-

schen Hirngewebes assoziiert zu sein?32, was diagnostischen und prognostischen Wert hitte.

Kohlenhydrate sind chemisch definiert als Monosaccharide, Disaccharide (Zucker), Polyole,
Oligosaccharide und Polysaccharide?33. Eine groRe britische Studie konnte im Jahr 2023 zei-
gen, dass eine hohere Einnahme von freiem Zucker signifikant assoziiert ist mit einem hoheren
Risiko fiir kardiovaskuldre Erkrankungen und ischdmischem Schlaganfall, wobei die Einnahme
von Ballaststoffen mit einem niedrigeren Risiko fir kardiovaskuldre Erkrankungen verbunden

war?34,

Kofaktoren sind Substanzen, die zuséatzlich zu einem Enzym vorhanden sein miissen, um eine
Reaktion zu katalysieren. Vitamine fungieren oftmals als Kofaktoren. Sie spielen ebenfalls eine
Rolle in der Pathophysiologie vieler Erkrankungen. So zeigten sich niedrige Magnesiumspiegel

beispielsweise assoziiert mit kardiovaskulidren Erkrankungen und Schlaganfall?®®. Ein Vitamin-
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B12-Mangel fihrt zu einer Anhdufung von Stoffwechselsubstraten wie Homocystein, die die
Immunhomoostase verandern und zu atherosklerotischen Erkrankungen, einschlieRlich ischa-
mischem Schlaganfall, beitragen kénnen?3®. Im Rahmen der ,Vitamin Intervention in Stroke
Prevention study” konnte eine hochdosierte Gabe von Folsdure, Vitamin B6 und B12 das Risiko

eines erneuten Schlaganfalls oder Myokardinfarktes jedoch nicht signifikant senken?®’.

Im Rahmen des ischdamischen Schlaganfalls kommt es auBerdem zu Veranderungen des Ener-
giemetabolismus innerhalb der Zelle. Hierzu gehoren eine Beeintrachtigung der mitochondri-
alen Funktion, der Zell-Zell-kommunikation sowie der programmierte Zelltod?38240, Es konnte
z. B. gezeigt werden, dass Verdnderungen von Succinat (Bestandteil der Atmungskette) mit

kardioembolischen Schlaganféllen und atrialer Dysfunktion assoziiert sind?**.

Ein Nukleotid stellt den Grundbaustein der DNA und RNA dar und besteht aus einem Basen-,
Zucker- und Phosphatanteil. NADH (Nikotinamid-Adenin-Dinucleotid-Hydrid) und FAD (Flavin-
Adenin-Dinukleotid), die auch als Koenzyme wirken, spielen eine Rolle im Rahmen metaboli-
scher Aktivitaten und mitochondrialer Dysfunktion, weshalb sie als potentielle Biomarker hier-
fur in Frage kommen?*2, Des Weiteren konnte gezeigt werden, das das Aptamer BT200 (ein
Oligonukleotid) von-Willebrand-Faktor und die Thrombozytenfunktion hemmt, was therapeu-

tisch im Rahmen der Sekundarprophylaxe genutzt werden kénnte?43 244,

Die Klasse der Peptide wird ebenfalls als Metabolite untersucht, die im Rahmen des ischami-
schen Schlaganfalls beeinflusst werden. Ein Peptid ist eine organische chemische Verbindung,
die aus einer Verknipfung von zwei oder mehr Aminosauren besteht. Unter Neuropeptiden
versteht man Peptide, deren Genexpression und Biosynthese in Neuronen stattfindet, die re-
guliert freigesetzt werden und die die Fahigkeit besitzen neuronale Funktionen zu modulie-
ren?*>, Neuropeptide werden im Rahmen einer ischamischen Schadigung des Gehirns tiberex-
primiert und scheinen eine neuroprotektive Wirkung zu haben, wobei sie wohl anti-apopto-
tisch, anti-inflammatorisch und anti-oxidativ wirken. Dies erdffnet potentiell neue therapeu-
tische Moglichkeiten, sofern es gelingt, solche neuroprotektiven Peptide als Therapeutika zu

etablieren?.

Xenobiotika sind chemische Verbindungen, die dem biologischen Stoffkreislauf eines Organis-
mus fremd sind?%’. Hierzu zdhlen z. B. Pharmaka, Nahrungsmittel und Umweltgifte?*8 24°, Hier

besteht ein enger Zusammenhang mit dem Darmmikrobiom, da dieses die Aufnahme der
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Xenobiotika reguliert und damit Einfluss auf deren Wirkung im menschlichen Kérper hat2>°.
Bestimmte Medikamente, wie z. B. Erythropoetin, kombinierte Kontrazeptiva, Bevacizumab,
Tamoxifen und Antipsychotika, zeigten eine hohe Assoziation fiir das Risiko einen Schlaganfall
zu erleiden?>!. Nikotin scheint das Gehirnédem im Rahmen eines ischamischen Ereignis zu ver-
schlimmern??, beeintrachtigt die Blut-Hirn-Schranke?>® und erhéht das Risiko einen Schlagan-
fall zu erleiden®*. Die Verwendung von Chemikalien in der Agrarwirtschaft steht in Zusam-
menhang mit dem Auftreten von kardiovaskuldren Erkrankungen?>°. Anhand dieser Beispiele
lasst sich erkennen, dass Xenobiotika als sogenannte Risikobiomarker eingesetzt werden koén-

nen.

Wie die oben genannten Beispiele zeigen, kdnnten Metabolite in Zukunft also Potential als
diagnostische, prognostische, pradiktive und Risikobiomarker haben. Weitere Studien, insbe-

sondere beziiglich der Ubertragbarkeit in die klinische Anwendung, sind jedoch nétig.

1.10.4. Auswirkungen praanalytischer Prozesse in der Metabolomik

Metabolomanalysen reagieren empfindlich auf Schwankungen in der Handhabung und Vor-
bereitung der Proben. Um die Sensitivitdt und Spezifitdt von Metabolomikstudien zu maximie-
ren und robuste und reproduzierbare Ergebnisse zu erzielen, ist ein spezifisches Wissen dar-
Uber erforderlich, wie Unterschiede in den Bedingungen der Probenentnahme, der Proben-
verarbeitung und der Probenlagerung die Metabolite beeinflussen kdnnen. Dies kann niitzlich
sein, um die Auswirkungen praanalytischer Faktoren auf die Metabolite bei Studien mit be-
reits entnommenen Proben in die Bewertung miteinzubeziehen sowie den Entnahmeprozess

im Rahmen zukiinftiger Studien zu optimieren®®,

Im Folgenden Abschnitt soll dementsprechend der aktuelle Stand der Forschung beziiglich des
Einflusses von praanalytischen Abweichungen im Rahmen von Metabolomikstudien darge-
stellt werden. Zunachst untersuchten mehrere Studien den Einfluss der Verwendung von Se-
rum- oder Plasmaproben. Hierbei zeigt sich, dass sowohl Serum- als auch Plasmaproben fir
die Metabolomforschung geeignet sind, sich aber in Bezug auf Empfindlichkeit und Zuverlas-
sigkeit unterscheiden kénnen. Verschiedene Studien kamen jedoch zu unterschiedlichen Er-
gebnissen bezliglich der Frage, ob Plasma- oder Serumproben hinsichtlich Sensitivitat und Re-

liabilitat Gberlegen sind 2°6. Des Weiteren wurde untersucht, ob die verwendeten Zusitze
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innerhalb der Probenrdhrchen einen Einfluss auf die Messungen der Metabolite haben. Be-
ziiglich Plasmaproben ergab sich fiir die Zusatze Heparin, EDTA, Natriumfluorid oder Citrat
keine starke Evidenz 2°%-264, Explizit Serumproben wurden nur in einer Studie untersucht, wo-
bei sich kein Unterschied zwischen Réhrchen mit und ohne Gelbarriere ergab?%°. Ein weiterer
Aspekt ist der Einfluss des zirkadianen Rhythmus auf Messungen der Metabolite. Dabei konnte
bereits gezeigt werden, dass tageszeitliche Schwankungen in der Probenentnahme einen Ein-
fluss auf Metabolite wie beispielsweise Kortison und Aminosduren haben kénnen?. Lipide
sind ebenfalls assoziiert mit dem Biorhythmus, was in Zusammenhang mit der Nahrungsauf-
nahme stehen kénnte?®’. Als ein weiterer Faktor im Rahmen der praanalytischen Prozesse,
der die Metabolitenmessung beeinflussen kann, stellte sich die Himolyse der Proben dar. Es
konnte gezeigt werden, dass eine Hamolyse innerhalb der Blutproben mit einer hohen Varia-
bilitdt beziiglich der Messungen der Metabolite einhergeht?! und die Konzentrationen der
Metabolite beeinflusst?61: 268 269 Allerdings wurden im Rahmen dieser Studien nur Plasmapro-
ben untersucht und keine Serumproben. Da Hamolyse gekennzeichnet ist durch die Freiset-
zung von Hamoglobin und anderen intrazelluldaren Bestandteilen wie Stoffwechselprodukten
(Strukturproteine, Lipide, Kohlenhydrate) aus den Erythrozyten in die umgebende extrazellu-
lare Flussigkeit nach einer Beschadigung oder Storung der Zellmembran, scheint ein Einfluss
auf die Messung der Metaboliten durch Himolyse durchaus erkldrbar zu sein?’% 271, |n zahlrei-
chen Studien wurde der Einfluss verschiedener Zeit- und Temperaturverzégerungen zwischen
Blutentnahme und Zentrifugation zur Gewinnung von Serum oder Plasma auf metabolomi-
sche Profile untersucht?®®. Hierbei konnte vor allem gezeigt werden, dass zeitliche Verzége-
rungen sowie eine Exposition gegeniiber Raumtemperatur einen signifikanten Einfluss auf die
quantitative Messung von vielen Metaboliten haben?6% 272273 |n Serumproben zeigte sich da-
bei ein groRerer Einfluss von zeitlichen Verzégerungen auf die Messung der Metabolite als in
Plasmaproben?’3. Ein Erklarungsansatz, wie es zu einem Einfluss von zeitlichen Verzdégerungen
vor der Zentrifugation auf die Messungen der Metabolite kommen kann, ist der Metabolismus
der Blutzellen in den Blutproben?®. Durch den Prozess der Glykolyse im Rahmen des anaero-
ben Stoffwechsels innerhalb der Erythrozyten, die keine Mitochondrien besitzen, geht man
davon aus, dass es zu einem Abfall der Glucosekonzentrationen und einem Anstieg der Laktat-
konzentrationen kommt 273275, Weitere Erklarungsansatze beinhalten Enzymaktivititen, die
Degradierung und Synthese bestimmter Metabolite sowie die Aktivierung der Gerinnungs-

kaskade ex vivo?’®. Einige Studien kamen zu dem Schluss, dass sowohl zeitliche Verzégerungen
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vor als auch zeitliche Verzogerungen nach der Zentrifugation die gemessenen Konzentratio-
nen der Metabolite beeinflussen kdnnen, wobei zeitliche Verzégerungen bei Raumtemperatur
mehr Einfluss zu haben scheinen als bei 0-4 °C256: 264, 272:274, 277 \jjttels weiterer Studien wurde
der Einfluss der Zentrifugationsbedingungen untersucht, wobei sich lediglich geringe Veran-
derungen der Metabolite in Abhangigkeit von der Zentrifugationsgeschwindigkeit, der Tem-
peratur und der Zeit zeigten?’8-28°, Bei der Lagerung der Blutproben im Gefrierschrank kénnen
sich ebenfalls Schwankungen der Metabolitenmessungen ergeben. Bei Lagerung mit einer
Temperatur von — 80 °C und darunter konnten Studien jedoch zeigen, dass die Metabolite

Uber einen langen Zeitraum sehr stabil bleiben?>7- 281,282,
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2. Relevanz und Inhalt der Forschungsfrage

Der ischdamische Schlaganfall ist eine haufige Erkrankung und zahlt weltweit zu einer der fiih-
renden Ursachen fiir Tod und langfristige Behinderungen. Er verursacht hohe Kosten fiir die
Gesellschaft. Die Diagnose erfordert weiterhin aufwendige und kostenintensive bildgebende
Verfahren. Da die zerebrale Perfusion entscheidend ist und eine unzureichende Blutversor-
gung innerhalb kurzer Zeit zu irreversiblen Schaden im Gehirn fihren kann, ist eine schnelle
und préazise Diagnosestellung bei Verdacht auf einen ischamischen Schlaganfall unerlasslich.
Die Bestimmung von Biomarkern im peripheren Blut kénnte eine kostenglinstige und schnelle
Alternative zur herkdmmlichen Diagnostik bieten. Diese Biomarker konnten nicht nur helfen,
Schlaganfalle friihzeitig zu erkennen, sondern auch pradiktive und prognostische Informatio-
nen liefern. Dadurch kdnnten praventive MaRnahmen verbessert und Therapieentscheidun-
gen individueller gestaltet werden. Ein besseres Verstandnis der zugrunde liegenden Mecha-
nismen neurovaskuldrer Erkrankungen kdnnte die Strategien zur Pravention, Diagnose und
Therapie weiter optimieren®® 283 Dje Metabolomik ist eine vielversprechende Methode zur
Identifizierung von Blut-basierten Biomarkern2!’. Das Metabolom ist hoch dynamisch und re-
agiert empfindlich auf verschiedene Umweltfaktoren??3. Es kommt dem Phinotypen am
nachsten bzw. kann den Phinotypen am besten vorhersagen?23, Diese Eigenschaften sind von
Vorteil in der Verwendung als Biomarker??*. Bisher wurden mehrere zirkulierende Metabolite
mit dem Risiko und der Diagnose von Schlaganfallen in Verbindung gebracht. Es existieren
jedoch weiterhin Inkonsistenzen, die auf unterschiedliche Studiendesigns zurtickzufiihren
sind. Auch die praanalytischen Prozesse variieren zwischen den Studien, und es kommen ver-
schiedene Methoden zur Detektion der Metabolite zum Einsatz**°. In dieser Arbeit sollen mog-
liche praanalytische Storfaktoren untersucht werden, die die Konzentration von Metaboliten
im Blut beeinflussen kénnen. Der Fokus liegt auf Abweichungen bei der Probenentnahme und
-verarbeitung. Es werden Proben von Patienten mit ischdmischem Schlaganfall, transitorischer
ischamischer Attacke, Stroke Mimics sowie von gesunden Probanden analysiert. Dabei wer-
den insbesondere folgende Aspekte betrachtet: die Zeitspanne zwischen Blutentnahme und
Zentrifugation sowie dem Einfrieren der Proben, und Abweichungen bei der Blutentnahme
selbst. Dabei werden hier einmal das Vorhandensein von hamolytischen Proben bzw. die Ge-
fahr fir hamolytische Proben (Serum sichtbar hamolytisch, lange venése Stauung bei der Blut-

entnahme, Proben geschiittelt, langes Aspirieren ) und einmal die Abnahme aus einem
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arteriellen oder vendsen Gefdl untersucht. Ziel dieser Arbeit soll es sein, zu analysieren, ob
diese Abweichungen einen signifikanten Einfluss auf die gemessenen Konzentrationen der
Metabolite haben. Damit sollen moégliche Storfaktoren im Rahmen der Probenentnahme und
-verarbeitung aufgedeckt und deren Einfluss auf die Analyse metabolomischer Daten spezifi-

ziert werden.
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3. Material und Methoden

3.1. Studiendesign

Bei der ,,CIRCULAS"-Studie handelt es sich um eine beobachtende, prospektive Kohortenstu-
die, in die Patientinnen und Patienten mit Verdacht auf Schlaganfall bereits in der Notauf-
nahme des Universitatsklinikums GroRhadern eingeschlossen wurden. Im weiteren Verlauf
wurden Proben und klinische Informationen am darauffolgenden Tag und ca. 90 Tage nach
Erkrankung gewonnen. Fir diese Arbeit wurden Daten von 263 Studienteilnehmerinnen und
-teilnehmern verwendet, die im Zeitraum von Februar 2014 bis November 2016 in die ,CIR-
CULAS“-Studie eingeschlossen wurden. Diese wurden je nach Diagnose vier verschiedenen

Gruppen zugeordnet.

Als Einschlusskriterium fiir die Studie galt der klinische Verdacht auf einen Schlaganfall. Pati-
entinnen und Patienten, deren Symptome zum Zeitpunkt der Blutentnahme schon mehr als
24 Stunden bestanden oder deren Symptombeginn unklar war, wurden ausgeschlossen. Des
Weiteren wurden alle Patientinnen und Patienten ausgeschlossen, die in den letzten drei Mo-
naten bereits einen ischamischen oder hamorrhagischen Schlaganfall erlitten hatten, aktuell
an einer aktiven malignen Erkrankung oder einer entziindlichen oder infektiologischen Erkran-
kung litten oder in den letzten drei Monaten operiert wurden. Minderjahrige Patientinnen
und Patienten wurden ebenfalls nicht in die Studie eingeschlossen. Bei fehlender Zustimmung

zur Teilnahme an der Studie erfolgte ebenfalls der Ausschluss.

3.2. Datenerhebung

3.2.1. Ethikvotum

Die Patientinnen und Patienten bzw. Angehorige oder Betreuerinnen und Betreuer der Pati-
entinnen und Patienten sowie die Probandinnen und Probanden wurden ausfiihrlich Gber die
Vorgehensweise und Ziele der Studie aufgeklart und erklarten sich schriftlich mit der Stu-
dienteilnahme einverstanden. Die Prozesse innerhalb der Studie wurden durch die Ethikkom-

mission der Medizinischen Fakultdt der Universitat Minchen geprift. Die Datengewinnung
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und -aufbewahrung erfolgte nach den geltenden Bestimmungen zum Datenschutz und der

Datensicherheit.

3.2.2. Krankengeschichte

Zur Bestimmung moglicher Risiko- und Einflussfaktoren wurde die Krankengeschichte der Pa-
tientinnen und Patienten inklusive der Vormedikation durch Befragung und durch Einsicht der
Krankenakte erhoben. Besonderes Interesse galt den kardiovaskuladren Risikofaktoren, zu de-
nen die arterielle Hypertonie, der Diabetes mellitus, die Dyslipoproteindmie, die koronare
Herzkrankheit, die Adipositas (BMI), der Nikotin- und Alkoholabusus, eine positive Familien-
anamnese, das mannliche Geschlecht und das Alter zahlen. Die arterielle Hypertonie wurde
definiert ab einem Blutdruck von 140/90 mmHg und hdher oder bei Einnahme einer antihy-
pertensiven Medikation. Die Nebendiagnose Diabetes mellitus wurde ab einem HbAl1c2> 6.5 %
gestellt. Eine Hypercholesterindmie wurde festgelegt ab einem Gesamtcholesterinwert von
groBer 240 mg/dl oder bei einer Statineinnahme. Der Nikotinabusus wurde mittels der Pa-
ckungsjahre (pack years) quantifiziert. Hinsichtlich des Alkoholkonsums sollten die Patientin-
nen und Patienten angeben, wie viele Getrdanke pro Woche sie zu sich nehmen (< 7 Getranke,
7-14 Getrdnke, 15-21 Getranke, > 21 Getranke). Eine positive Familienanamnese fir kardi-
ovaskuladre Erkrankungen wurde definiert bei Vorliegen einer koronaren Herzkrankheit, eines
Myokardinfarktes, eines ischamischen Schlaganfalls oder einer transitorischen ischamischen
Attacke bei Verwandten ersten Grades, wobei das Ereignis bei mannlichen Verwandten vor
dem 55. Lebensjahr und bei weiblichen Verwandten vor dem 65. Lebensjahr stattgefunden
haben muss. Des Weiteren wurden potentielle Konsequenzen dieser kardiovaskularen Risi-
kofaktoren aufgenommen wie der Zustand nach Myokardinfarkt, transitorisch ischamischer

Attacke oder ischdmischem Schlaganfall.

3.2.3. Gruppenzuordnung

Wie oben bereits erwahnt erfolgte die Gruppenzuteilung anhand der Diagnose der Patientin-
nen und Patienten. Die Diagnose ischamischer Schlaganfall wurde dabei anhand klinischer und
bildmorphologischer Kriterien gestellt. Klinisches Kriterium stellte das akute fokal neurologi-

sche Defizit dar, welches weniger als 24 Stunden vor Aufnahme in die Klinik aufgetreten sein
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musste. In der Bildgebung zeigte sich entweder eine hyperintense Lasion in der diffusionsge-
wichteten MRT-Untersuchung oder eine neu aufgetretene Hypodensitit bzw. Demarkierung
in der nativen CT-Untersuchung. Der Gruppe transitorische ischamische Attacke wurden alle
Patientinnen und Patienten zugeteilt, deren fokal neurologisches Defizit weniger als 24 Stun-
den anhielt und deren Bildgebung kein Korrelat fiir ein ischdmisches Ereignis oder eine kon-
kurrierende Diagnose darstellte. Die Diagnose Stroke Mimic erhielten alle Patientinnen und
Patienten, bei denen ein ischdamischer oder hamorrhagischer Schlaganfall, eine intrakranielle
Blutung, eine Sinus- oder Venenthrombose und eine transitorische ischamische Attacke aus-
geschlossen werden konnte und eine andere Diagnose als zugrundeliegende Ursache fiir die
Symptomatik gestellt wurde. Unter Stroke Mimics versteht man dementsprechend Krank-
heitsbilder, die schlaganfalldhnliche Symptome verursachen, deren Ursache jedoch kein
Schlaganfall ist. Die hdufigsten Ursachen stellen dabei peripher vestibulare Defizite, metabo-
lische oder toxische Ursachen, epileptische Anfille, funktionelle Stérungen oder Migrdne
dar?84. In die Gruppe der gesunden Kontrollen wurden gesunde Probandinnen und Probanden
ohne neurologische Symptomatik eingeschlossen, die in den letzten drei Monaten keinen is-
chamischen oder hamorrhagischen Schlaganfall, keine transitorische ischamische Attacke und
keine intrakraniellen Blutungen erlitten hatten. Dabei wurde darauf geachtet, dass hinsichtlich
der Alters- und Geschlechtsverteilung eine Vergleichbarkeit gegenliber den anderen Gruppen

erreicht wird.

3.2.4. Drei-Monats-Follow-Up

Ca. 90 Tage nach der Erkrankung kamen die Patientinnen und Patienten mit der Diagnose is-
chamischer Schlaganfall zur Verlaufskontrolle in die Ambulanz des Instituts fiir Schlaganfall-
und Demenzforschung oder in die neurologische Ambulanz des Klinikums GrofRhadern. Im
Rahmen dieses Termins wurden die Patientinnen und Patienten erneut nach ihrem Gesund-
heitszustand oder etwaigen Anderungen in ihrer Krankheitsgeschichte befragt sowie der ak-

tuelle NIHSS und mRS Score erhoben. Des Weiteren erfolgte eine erneute Blutentnahme.
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3.3. Probengewinnung und -verarbeitung

3.3.1. Blutentnahme

Alle Proben wurden im Rahmen der ,,CIRCULAS“-Studie in der Notaufnahme, der Stroke Unit,
der neurologischen Intensivstation, der neurologischen Normalstation oder der neurologi-
schen Ambulanz des Universitatsklinikums GroRhadern sowie in der Ambulanz des Instituts
fir Schlaganfall- und Demenzforschung entnommen. Die erste Entnahme der Blutproben fiir
die Studie erfolgte initial im Rahmen der ersten Blutentnahme der Patientinnen und Patienten
in der Notaufnahme des Klinikums GroRBhadern. Im stationaren Verlauf wurden weitere Pro-
ben am zweiten und siebten Tag nach Ereignis oder am Entlasstag abgenommen. Die letzte
Blutentnahme fiir die Studie wurde bei Patientinnen und Patienten mit der Diagnose ischami-
scher Schlaganfall im Rahmen der Nachkontrolle ca. 90 Tage nach Erkrankung im Institut flir
Schlaganfall- und Demenzforschung oder in der neurologischen Ambulanz des Universitatskli-
nikums GrolRhadern abgenommen. Fir alle Blutentnahmen wurde der genaue Zeitpunkt do-

kumentiert.

Fur die vendse Blutentnahme wurden Sarstedt Safety Multifly ® Kanulen 21G / 23G SARSTEDT
AG & Co. KG, Nimbrecht, Deutschland verwendet. Fiir die venose und arterielle Blutentnahme
wurde eine S-Monovette® 7.5 ml / 4.5 ml Z (Serum) SARSTEDT AG & Co. als Blutréhrchen ver-
wendet. Bei der vendsen Blutentnahme wurde unter Verwendung eines Stauschlauches ent-
weder mittels Butterfly einmalig peripher venos punktiert oder Blut aus einem neu gelegten
peripher oder zentral vendsen Katheter entnommen. Die arterielle Blutentnahme erfolgte aus

einem bereits liegenden arteriellen Zugang.

3.3.2. Prozessierung der Proben

Nach der Entnahme des Blutes in ein Serumrdhrchen lies man dieses 30 bis 45 Minuten ste-
hen. Danach wurden die Proben 10 Minuten lang bei 15°C und 2000G zentrifugiert. Das be-
deutet, dass die Zentrifugalbeschleunigung das 2000-fache der Erdbeschleunigung betrigt?®.
Aus der zentrifugierten Serumprobe wurden als nichstes jeweils 300 pl des Uberstandes in

maximal acht verschiedene R6hrchen abpipettiert. Die Réhrchen wurden anschlieRend bis zur
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Analyse bei -80 °C gelagert. Wahrend dieses Vorgangs wurden sowohl der Zeitpunkt der Zent-

rifugation als auch der Zeitpunkt des Einfrierens dokumentiert.

Fir die Probenverarbeitung wurden folgende Materialien und Gerate verwendet:

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

- Filter Tips Pipettenspitzen, VWR Peqlab, Darmstadt, Deutschland

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

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

- Matrix™ 500 pl ScrewTop Tubes mit 2D-Barcode, Thermo Fisher Scientific Inc., Wal-
tham, USA

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

- pegGOLD SafeGuard™ Pipettenspitzen, VWR Peqglab, Darmstadt, Deutschland

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

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

- Zentrifuge 5427 R, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

- Zentrifuge 5810 R, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

- -80 °C Gefrierschrank Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

3.3.3. Abweichungen in der Probengewinnung und -verarbeitung

Fir die Fragestellung dieser Arbeit besonders wichtig sind Faktoren in den Ablaufen der Pro-
bengewinnung und -verarbeitung, die einen Zusammenhang mit den Ergebnissen der Mes-
sung der Metabolite haben kénnten. Diese wurden im Rahmen der einzelnen Schritte der Blut-
entnahme und der Prozessierung dokumentiert. Folgende mogliche Einflussfaktoren konnten

in den flr diese Arbeit untersuchten Proben festgestellt werden:

Die Zeitdifferenzen zwischen der Abnahme der Blutproben, der Zentrifugation und dem Ein-
frieren kdnnen protokoll- und alltagsbedingt bei den verschiedenen Proben abweichen. Dabei
wurde die Differenz zwischen der Blutentnahme und dem Einfrieren, zwischen der Blutent-
nahme und der Zentrifugation sowie zwischen der Zentrifugation und dem Einfrieren doku-

mentiert.
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Des Weiteren wurden die Proben auf unterschiedliche Art und Weise gewonnen. Die meisten
Blutentnahmen wurden vends liber eine Fligelkanile (Butterfly) abgenommen, wobei verein-
zelt auch Proben liber einen peripheren oder zentralen Venenverweilkatheter gewonnen wur-
den. Bei Patientinnen und Patienten, die krankheitsbedingt einen arteriellen Zugang hatten,

wurde dieser fur die Blutentnahme genutzt.

AuRerdem wurden Abweichungen wie eine makroskopisch sichtbare Hamolyse der Blutpro-
ben, eine Stauung der Venen bzw. ein Aspirieren des Blutes von Uber einer Minute im Rahmen
der Blutentnahme sowie Abweichungen im Ablauf der Probengewinnung wie z. B. eine zeitli-
che Verzégerung, ein Schiitteln der Proben oder ein Zusammenfligen zweier Serumrdhrchen
dokumentiert. Diese Faktoren wurden als Gefahr fiir eine potentielle Himolyse zusammenge-

fasst.

3.3.4. Messung der Metabolite

Die Erstellung der Metabolitenprofile wurden am Genomanalysezentrum (Helmholtz-Zentrum
Miinchen) sowie von Metabolon (Durham, NC) durchgefiihrt. Die Messungen der Metabolite
erfolgten mittels einer Hochleistungsflissigkeitschromatographie und einer Massenspektro-
metrie®>2. Mittels der Hochleistungsflissigkeitschromatographie erfolgt die Probenaufberei-
tung im Sinne einer Auftrennung der einzelnen Komponenten eines Stoffgemisches?8. Die
Massenspektrometrie dient dazu, Atome oder Molekiile zu ionisieren, sie nach ihrem Masse-
zu-Ladungs-Verhiltnis zu trennen und mittels Detektor zu erfassen??®’. Mittels der Massen-
spektrometrie werden die Substanzen also identifiziert und quantifiziert. Diese Analysen sind
somit auf Ebene der molekularen Struktur der jeweiligen Stoffe moglich und weisen damit

eine hohe Stoffspezifitat auf?2®,

3.4. Statistische Methoden

Alle statistischen Auswertungen werden mit dem Programm R (Version 4.1.2) durchgefihrt.

Zur Datenvorbereitung vor Beginn der statistischen Analysen werden die Metabolite mit mehr
als 50 % fehlenden Werten im Rahmen dieser Arbeit entfernt. Die restlichen fehlenden Daten
werden mittels multipler Imputation aufgefiillt. Zur Reduktion von AusreiRern werden Werte

in den drei Variablen der Differenzen, die mehr als zwei Standardabweichungen vom
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jeweiligen Mittelwert entfernt sind, aus dem Datensatz entfernt. Im Rahmen der deskriptiven
Statistik wird die Bestimmung von Lage- und StreumaRen verwendet, wobei der Median und
der Interquartilsabstand benutzt werden. Im Rahmen der weiteren statistischen Analyse wer-
den zunachst einfache und multiple lineare Regressionsanalysen durchgefihrt. Fir die einfa-
chen linearen Regressionsanalysen werden die entsprechenden Voraussetzungen geprift.
Diese beinhalten die Skalierung der Variablen, die ordinal- oder intervallskaliert sein miissen.
Die in dieser Arbeit verwendeten unabhangigen Variablen sind metrisch, wobei dichotome
Variablen als metrisch behandelt werden diirfen. Die abhangigen Variablen sind ebenfalls
metrisch und erfillen hiermit die Voraussetzungen beziiglich der Skalierung. Des Weiteren
missen die Variablen normalverteilt sein. Hierflir werden die Metabolite und die Differenzen
analytisch mittels des Shapiro-Wilk-Tests auf Normalverteilung getestet?®, Im Rahmen dessen
zeigt sich keiner der Metabolite normalverteilt. Aus diesem Grund erfolgt eine logarithmische
Transformation der abhingigen Variablen (Metabolite). Ebenso werden die Differenz-Variab-
len logarithmisch transformiert. Die logarithmische Transformation fiihrt ebenfalls zu einer
Linearisierung der abhangigen Variablen, sodass davon auszugehen ist, dass nun eine Lineari-
tat ebenfalls gegeben ist, was eine weitere Voraussetzung fiir die einfache lineare Regressi-
onsanalyse darstellt. Eine Priifung auf Normalverteilung nach logarithmischer Transformation
im Rahmen des hier beispielhaft verwendeten Regressionsmodells mit der unabhangigen Va-
riable Differenz Blutentnahme-Einfrieren und der abhangigen Variable Guanosin zeigt Abbil-
dung 1. Die graue gestrichelte Linie zeigt hierbei die erwartete Normalverteilung, wobei die
einzelnen Kreise, die zusammengefasst als dicke schwarze Linie imponieren, die tatsachliche
Verteilung der Daten zeigt. Hier sieht man also, dass die verwendeten Daten anndhernd der
Kurve der erwarteten Normalverteilung entsprechen, sodass hier das Vorliegen einer Normal-

verteilung angenommen werden kann.
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Normal Q-Q
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Abbildung 1: Test auf Normalverteilung. X-Achse: theoretische Quantile, Y-Achse: standardisierte Residuen.

Eine weitere Voraussetzung stellt das Fehlen von AusreiBern dar. Hierflr wird gepriift, ob Aus-
reifler innerhalb der Daten einen Einfluss auf das Regressionsmodell haben. Zur Beurteilung
dieser Fragestellung wird die Cook-Distanz verwendet, die ein MaR fiir den Einfluss eines Aus-
reilers auf das Regressionsmodell ist. Solange die Cook-Distanz < 0,5 ist, geht man von einem
vernachlassigbaren Einfluss auf das Regressionsmodell aus?®°. AuRerdem kann man die Hebel-
werte der AusreilRer bestimmen, um den Einfluss auf das Regressionsmodell abzubilden. Sind
die Hebelwerte nahe Null, haben die Ausreiller einen geringen Einfluss. Abbildung 2 zeigt die
Analyse der Hebelwerte anhand des Beispiels des Regressionsmodells mit der unabhangigen
Variable Differenz Blutentnahme-Einfrieren und der abhangigen Variable Guanosin, wobei
man sehen kann, dass diese gering ausgepragt sind. Die Beobachtungen liegen aulRerdem weit
unterhalb des Wertes von 0,5 der Cook-Distanz, sodass die Cook-Distanz in dieser Graphik
nicht zu sehen ist. Sie ware wie in der Legende zu sehen mit einer rot gestrichelten Linie ein-

gezeichnet.
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Residuals vs Leverage
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Abbildung 2: graphische Darstellung des Einflusses der Ausreifier auf das Regressionsmodell, X-Achse: Hebelwerte, Y-Achse:
standardisierte Residuen

AuBerdem muss eine Homoskedastizitdt der Residuen bestehen. Abbildung 3 zeigt beispiel-
haft am Regressionsmodell mit der unabhangigen Variable Differenz Blutentnahme-Einfrieren
und der abhéngigen Variable Guanosin den graphischen Test auf Homoskedastizitat, wobei zu
sehen ist, dass die Residuen mehr oder weniger gleichmaRig verteilt sind. Das bedeutet, dass
die Varianz der Residuen konstant ist und hier Homoskedastizitdt angenommen werden kann.
Es kann also beispielhaft dargestellt werden, dass in dem in dieser Arbeit erstellten Regressi-

onsmodell alle benétigten Voraussetzungen erfillt sind.
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Residuals vs Fitted
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Abbildung 3: Test auf Homoskedastizitdt, X-Achse: vorhergesagter Wert durch Regressionsmodell, Y-Achse: Residuen = Abwei-
chung zwischen Vorhersage und tatsdchlichem Wert.

Die multiple lineare Regressionsanalyse hat dieselben Voraussetzungen wie die einfache line-
are Regressionsanalyse mit Ausnahme einer weiteren Voraussetzung. Diese stellt die fehlende
Multikolinearitat dar?®®. Um das Vorhandensein von Multikolinearitit in den Variablen dieser
Arbeit zu beurteilen, wird fir alle Regressionsanalysen der sogenannte GVIF (,,global variance
influence factor”) berechnet?X. Um ein Fehlen von Multikolinearitit anzunehmen, muss der
GVIF Wert kleiner zehn betragen??. Die in dieser Arbeit berechneten Werte fiir den GVIF wa-
ren maximal bei 2,57, sodass man davon ausgehen kann, dass keine Multikolinearitat vorliegt
und somit alle Voraussetzungen fiir eine multiple lineare Regressionsanalyse erfiillt sind. Im
Rahmen der Regressionsanalyse wird der sogenannte standardisierte Regressionskoeffizient
(beta) berechnet, der die Richtung des Zusammenhangs angibt. Im Anschluss werden die er-
rechneten Regressionskoeffizienten jeweils mittels t-Test auf Signifikanz getestet, wobei der
Test bei p < 0,05 als signifikant gilt?®3. Fir multiples Testen wird mittels Step-up-Verfahren

korrigiert.

In dieser Arbeit werden Regressionsmodelle erstellt mit der unabhangigen Variable der jewei-
ligen Differenz (Differenz Blutentnahme-Einfrieren, Differenz Blutentnahme-Zentrifugation,
Differenz Zentrifugation-Einfrieren) und der abhangigen Variable Metabolit, wobei insgesamt
314 Metabolite untersucht werden. Des Weiteren wird ein Regressionsmodell mit der unab-
hangigen Variable potentielle Himolyse sowie der abhdngigen Variable Metabolit und eine
Modell mit der unabhangigen Variable vendse Blutentnahme und der abhangigen Variable
Metabolit erstellt. Im nachsten Schritt wird die Regressionsanalyse fiir potentielle Storvariab-

len adjustiert.
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Beziglich moglicher Abweichungen der jeweiligen Differenzvariablen werden Gruppenver-
gleiche mittels t-Test verwendet, wobei ebenfalls fiir multiples Testen mittels Step-up-Verfah-

ren korrigiert wird.

Die 314 untersuchten Metabolite kdnnen folgenden acht Klassen zugeordnet werden: Amino-
sauren, Lipide, Kohlenhydrate, Kofaktoren/Vitamine, Energiemetabolite, Nukleotide, Peptide
und Xenobiotika. Es soll untersucht werden, ob sich diese acht Gruppen hinsichtlich der Anzahl
der signifikanten Metabolite im Rahmen der Regressionsanalyse unterscheiden. Hierfiir wer-
den die signifikanten, nach Bonferroni korrigierten p-Werte aus der zuvor durchgefiihrten Re-
gressionsanalyse verwendet. Im Rahmen dieser Fragestellung wird der Fisher-Exakt-Test ver-

wendet.

Im nachsten Schritt werden Pathway Analysen durchgefiihrt. Diese Analyse beinhaltet eine
Anreicherungsanalyse, im Rahmen derer Daten analysiert werden, um relevante Gruppen von
Metaboliten zu erkennen, die in Fallproben im Vergleich zu einer Kontrolle verdandert sind. Die
Daten werden mit sogenannten Referenzmetaboliten verglichen, um Unterschiede festzustel-
len. Im nachsten Schritt konnen die veranderten Metabolite biologischen Stoffwechselwegen
zugeordnet werden, sodass eine Aussage dariiber gemacht werden kann, in welchen Stoff-
wechselwegen veridnderte Metabolite tiberreprisentiert sind?®*. Im Rahmen dieser Arbeit
werden Pathway Analysen mit Hilfe der Homepage ,metabolanalyst.ca” (Version: Metabo-
analyst 6.0)%> erstellt. Hierfiir werden die transformierten Daten in einem CSV-Format auf
metaboanalyst.ca hochgeladen. Als Referenzmetabolom wird folgende Datenbank verwen-
det: , Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes” (KEGG). Fiir multiples Testen wird mittels
Bonferroni-Holm korrigiert. Im Rahmen der Pathway Analysen wird zum einen untersucht,
welche Metabolite signifikant verandert sind (p<0,05). Zum anderen dient die Analyse auch
dazu, eine Aussage dariiber zu machen, ob die Metabolite einen signifikanten Einfluss auf den
jeweiligen Stoffwechselweg haben (Impact >0,1), was von ihrer Position innerhalb des Stoff-
wechselweges abhdngt. Bei Nutzung der Plattform Metaboanalyst.ca wird die Frage nach sig-
nifikant veranderten Metaboliten mittels einer Regressionsanalyse unter Verwendung des so-

genannten globalen F-Tests untersucht.
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4. Ergebnisse

4.1. Deskriptive Statistik

Insgesamt werden fiir diese Arbeit 445 Serumproben von 263 Patientinnen und Patienten so-
wie Probandinnen und Probanden untersucht. 114 Patientinnen und Patienten wurden der
Gruppe ischamischer Schlagfanfall, 24 der Gruppe transitorisch ischamische Attacke, 13 der
Gruppe Stroke Mimics und 112 der Gruppe gesunde Kontrolle zugeteilt. In der Gruppe der
ischamischen Schlaganfille wurden bei 114 Patientinnen und Patienten am Tag der Erkran-
kung, bei 114 Patientinnen und Patienten am darauffolgenden Tag und bei 32 Patientinnen
und Patienten um den 90. Tag nach Erkrankung Blut abgenommen. Bei den Patientinnen und
Patienten mit der Diagnose transitorisch ischamische Attacke wurden am Tag der Erkrankung
bei 24 und am darauffolgenden Tag bei 23 Erkrankten Proben abgenommen. In der Gruppe
der Stroke Mimics wurde bei allen 13 Patientinnen und Patienten sowohl am ersten als auch
am darauffolgenden Tag Blutabnahmen durchgefiihrt. Bei den gesunden Kontrollprobandin-

nen und -probanden fand jeweils eine Blutentnahme statt.

Tabelle 1 zeigt einen Uberblick iiber die Verteilung bestimmter Faktoren innerhalb der unter-
suchten Gruppen, die einen Einfluss auf die Messung der Metabolite haben kdnnen, da sie
Risikofaktoren fir kardiovaskuldre Erkrankungen wie den ischdmischen Schlaganfall bzw. die
Konsequenz aus den Risikofaktoren darstellen. Es ergibt sich dabei ein signifikanter Unter-
schied zwischen den vier Gruppen beim Alter, Geschlecht, der arteriellen Hypertonie, der Hy-
percholesterindmie, dem Diabetes mellitus Typ 2, Nikotinkonsum, der koronaren Herzkrank-
heit, Z.n. transitorisch ischdmischer Attacke, Z.n. Schlaganfall und Z.n. nach kardiovaskularem

Ereignis.
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Ischamischer Schlaganfall | Transitorisch ischdmische Attacke | Stroke Mimic | Gesunde Kontrollen | p-Wert des Vergleichs
(260) (47) (26) (112) der Gruppen
Demographische Charakteristika
Alter, Median (IQR), Jahre 74 (13,9) 76 (16,1) 73,9 (13,7) 71,7 (14,6) 0,0436
Weiblich, % 42,7 72,3 61,5 52,7 0,0009
Vaskuladre Risikofaktoren
Arterielle Hypertonie, % 73,5 66 61,5 52,7 0,0014
Hypercholesterinamie, % 32,7 48,9 30,8 25,9 0,0451
Diabetes mellitus Typ 2, % 18,1 23,4 7,7 4,5 0,0013
Nikotinkonsum, % 52,6 51,1 30,8 39,3 0,0323
Positive Familienanamnese, % 15 12,8 30,8 12,5 0,12
Koronare Herzkrankheit, % 14,6 4,3 0 6,3 0,0082
Z.n. Myokardinfarkt, % 7,3 8,5 7,7 3,6 0,53
Z.n. TIA, % 3,9 17 7,7 0,9 0,0002
Z.n. Schlaganfall, % 22,7 27,7 38,5 0,9 0,0001
Z.n. kardiovaskuldarem Ereignis, % 26,9 53,2 46,2 6,3 <0,0001
BMI, Median (IQR), kg/m? 25,8 (4,6) 25,7 (4,0) 28 (6,2) 25,3 (4,6) 0,30

Tabelle 1: Lage- und Streuungsparameter der metrischen Variablen sowie relative Verteilung der kategorialen Variablen fiir
die Gruppen ischdmischer Schlaganfall, transitorisch ischdmische Attacke, Stroke Mimic und gesunde Kontrollen, p-Wert der
Gruppenvergleiche der vier Gruppen mittels Kruskal-Wallis-Test bzw. Chi-Quadrat-Test.

In Tabelle 2 sieht man, dass die Differenzen Blutentnahme-Einfrieren, Blutentnahme-Zentri-

fugation und Zentrifugation-Einfrieren sowie die Variable potentielle Himolyse einen signifi-

kanten Unterschied zwischen den Gruppen aufweisen. Des Weiteren lasst sich feststellen,

dass sowohl bei der Variable potentielle Himolyse als auch bei der venésen Blutentnahme der

Anteil an hamolytischen Proben und Proben mit arterieller Blutentnahme sehr gering ist.

Ischamischer Transitorisch ischamische Stroke Gesunde p-Wert des Gruppen-
Schlaganfall Attacke Mimic Kontrollen vergleichs
Metrische Variablen
Differenz Blutentnahme-Einfrieren, Me-
dian (IQR), min 59 (12,3) 60 (13) 55 (5) 54,5 (10,3) <0,0001
Differenz  Blutentnahme-Zentrifugation,
Median (IQR) min 41 (10) 43 (10,5) 39,5 (6,8) 38 (8) <0,0001
Differenz Zentrifugation-Einfrieren, Me-
dian (IQR), min 17 (3) 17 (3) 15 (1) 16 (3) 0,0009
Kategoriale Variablen
Potentielle Himolyse, % 6,5 10,6 0 0 0,0080
Venose Blutentnahme, % 97,3 100 100 100 0,17

Tabelle 2: : Lage- und Streuungsparameter der metrischen Differenzvariablen und relative Verteilung der kategorialen Vari-
ablen potentielle Himolyse und venése Blutentnahme, p-Wert der Gruppenvergleiche der vier Gruppen mittels Kruskal-Wallis-

Test bzw. Chi-Quadrat-Test.




Ergebnisse 53

Nach der Datenaufbereitung im Sinne einer Reduktion von AusreifRern zeigt sich fir die Diffe-
renz Blutentnahme-Einfrieren ein verbliebener AusreilRer fiir die Gruppe der Stroke Mimics

(Abbildung 4).
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Abbildung 4: Boxplot fiir die Differenz Blutentnahme-Einfrieren nach Gruppenzugehérigkeit, mittlere Linie = Median der Vari-
able Differenz Blutentnahme-Einfrieren, unteres Ende der Box = 1. Quartil, oberes Ende der Box = 3. Quartil, oberer ,,Whisker” =
Maximum, unterer ,,Whisker” = Minimum, einzelne Punkte = AusreifSer.

Die Variable Differenz Blutentnahme-Zentrifugation enthéalt noch AusreiRer in den Gruppen

gesunde  Kontrollen, Stroke Mimics und ischdmischer Schlaganfall (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Boxplot fiir die Differenz Blutentnahme-Zentrifugation nach Gruppenzugehdrigkeit, mittlere Linie = Median der
Variable Differenz Blutentnahme-Zentrifugation, unteres Ende der Box = 1. Quartil, oberes Ende der Box = 3. Quartil, oberer
,Whisker” = Maximum, unterer ,Whisker” = Minimum, einzelne Punkte = AusreifSer.
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In allen vier Gruppen ergeben sich weiterhin AusreiRRer fir die Differenz Zentrifugation-Ein-

frieren (Abbildung 6).

Q o
o o
= =
£ Q& =
E
c o o o
g o
= N T H o
£ : i
Ll H
E o s ' :
[e} — | | |
S & !
w : ! ]
2 s o ' '
o 1
..E o _| | | |
g -
N
N
g ©
s < |
£
o H
= ' .
1
I I I I
gesunde Kontrolle Stroke Mimic ischamischer Schlaganfall transitorisch

ischamische Attacke

Gruppe

Abbildung 6: Boxplot fiir die Differenz Zentrifugation-Einfrieren nach Gruppenzugehdérigkeit, mittlere Linie = Median der Vari-
able Differenz Zentrifugation-Einfrieren, unteres Ende der Box = 1. Quartil, oberes Ende der Box = 3. Quartil, oberer ,, Whisker” =
Maximum, unterer ,,Whisker” = Minimum, einzelne Punkte = AusreifSer.

Im letzten Schritt erfolgt die Darstellung der untersuchten Metabolite. Insgesamt wurden 314
Metabolite untersucht, die sich mehrheitlich in die folgenden acht Klassen aufteilen lassen:
Aminosauren, Kohlenhydrate, Kofaktoren und Vitamine, Energiemetabolite, Lipide, Nukleo-
tide, Peptide, Xenobiotika. Abbildung 7 und Tabelle 3 zeigen die Verteilung der Metabolite

innerhalb der Klassen sowie je drei Beispiele pro Klasse.



Ergebnisse 55

140

100
1

Anzah! der Metabolite

20
1

- | R )

Aminoséuren y: und Ener Lipide Nukleotide Peptide Xenobiotika
Vitamine

Klasse

Abbildung 7: absolute Verteilung der Metabolite nach Klassenzugehdrigkeit. X-Achse: Metabolitenklasssen. Y-Achse: Anzahl
der Metabolite.

Klassen der Metabolite | Metabolitenanzahl Beispiele
Aminosduren 76 Trigonellin (Nicotinsdure-N-methylbetain), Phenyllactat (PLA), N-Acetylmethionin
Kohlenhydrate 4 Sucrose, Pyruvat, Lactat
Kofaktoren und Vitamine 11 Gamma-CEHC, Biliverdin, Pantothenat
Energiemetabolite 4 Citrat, Succinat, Succinylcarnitin
Lipide 139 Glycochenodeoxycholat, Glycocholat, Glycoursodeoxycholat
Nukleotide 17 Guanosin, Inosin, Adenosin
Peptide 14 Gamma-Glutamylglutamin, Gamma-Glutamylisoleucin*, Gamma-Glutamylleucin
Xenobiotika 44 4-Vinylguaiacol Sulfat, N-(2-Furoyl)glycin, Koffein

Tabelle 3: absolute Verteilung der Metabolite je nach Klassenzugehédrigkeit und Beispiele.

4.2. Analysen bzgl. der Zeit von der Blutentnahme bis zum Einfrieren

Im Rahmen der linearen Regressionsanalyse wird der Zusammenhang zwischen der unabhan-
gigen Variable Differenz Blutentnahme-Einfrieren und der abhangigen Variable Metabolit un-
tersucht. Hierbei zeigen 85,0 % der Metabolite einen negativen, standardisierten Regressions-
koeffizienten. 96,8% der Metabolite weisen ein signifikantes Ergebnis auf. Nach Korrektur fir

multiples Testen nach Step-up-Verfahren sind 100% der Metabolite signifikant.
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Nachdem sich die Differenzvariablen nicht normalverteilt gezeigt haben, werden verschie-
dene Transformationen (logl0-Transformation, log2-Transformation, Quadratwurzel-Trans-
formation, Kubikwurzel-Transformation, Inversionsmethode) mit dem Ziel des Erreichens ei-
ner Normalverteilung getestet. Durch die Inversionsmethode wird das beste Ergebnis erzielt.
Mit den so transformierten Daten werden erneut oben beschriebene Regressionsanalysen
durchgefiihrt, wobei sich bei der unabhangigen Variable Differenz Blutentnahme-Einfrieren
100 % der Metabolite signifikant nach Korrektur mittels Step-up-Verfahren zeigen. Damit kann
kein wesentlicher Unterschied der Ergebnisse zwischen der Analyse mit und ohne Transfor-

mation der Variable Differenz erkannt werden.

Da kardiovaskulare Risikofaktoren potentielle Stérvariablen darstellen, wird die Regressions-
analyse im nachsten Schritt nach Alter, arterieller Hypertonie, Geschlecht, Diabetes mellitus
Typ 2 und Nikotinkonsum adjustiert, wobei weiterhin 96,8% der Metabolite signifikant sind
(100% nach Korrektur mit Step-up-Verfahren). AuRerdem wird nach Z.n. kardiovaskuldrem Er-
eignis und koronarer Herzkrankheit adjustiert. Hierbei zeigen sich 97,5% der Metabolite signi-
fikant (100% nach Step-up-Verfahren). Um einen maglichen Einfluss des Tages der Blutent-
nahme auf die Regressionsanalyse zu untersuchen, wird nach dem Tag der Blutentnahme (Tag
1, 2 und 90) adjustiert, wobei 89,2% der Metabolite signifikant bleiben (97,5% nach Korrektur

mit Step-up-Verfahren).

Um zu priifen, ob Zeitvariablen einen signifikanten Einfluss auf die Identifizierung von Meta-
boliten als Biomarker fiir Schlaganfalle haben, werden zunachst mit einem t-Test die Metabo-
lite ermittelt, die signifikant zwischen den Gruppen der ischdmischen Schlaganfallpatientin-
nen und -patienten und gesunden Kontrollen variieren. AnschlieRend wird fir diese Metabo-
lite eine Regressionsanalyse durchgefiihrt, die die Gruppenzugehdrigkeit beriicksichtigt und
fiir die Differenz zwischen Blutentnahme und Einfrieren adjustiert. Nach dieser Anpassung
bleiben 39,5 % der zuvor signifikanten Metabolite auch nach der Korrektur mit der Step-up-

Verfahren signifikant.

Im nachsten Schritt werden mogliche Abweichungen der Differenz Blutentnahme-Einfrieren
untersucht. Dabei werden zwei Gruppen gebildet fir einen Gruppenvergleich mittels t-Test.
Die eine Gruppe beinhaltet die Differenzen Blutentnahme-Einfrieren, die kleiner als 58min
sind (211 Proben). Die zweite Gruppe wird mit den Differenzen Blutentnahme-Einfrieren ge-

bildet, die groRer gleich 58min betragen (156 Proben). Der Wert 58min entspricht dem
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Median der Differenz Blutentnahme-Einfrieren. Im Gruppenvergleich zeigen 94,9 % der Me-
tabolite einen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen, wobei nach Korrektur mit

Step-up-Verfahren 100% der Metabolite signifikant sind.

Des Weiteren wird untersucht, ob sich die oben bereits erwdhnten acht Klassen hinsichtlich
der Anzahl der signifikanten Metabolite im Rahmen der Regressionsanalyse mit der Differenz
Blutentnahme-Einfrieren unterscheiden. Im Vergleich der signifikanten Ergebnisse der Regres-
sionsanalyse mit der unabhangigen Variable Differenz Blutentnahme-Einfrieren innerhalb der
Klassen zeigt der Fisher-Exakt-Test mit einem p-Wert von 0,019 einen signifikanten Unter-
schied innerhalb der Klassen. Hier zeigt die Klasse der Kofaktoren/Vitamine mit einem p-Wert
von 0,007 einen signifikanten Unterschied im Vergleich zu den anderen Klassen. Graphisch ist
ebenfalls sichtbar, dass in der Klasse Kofaktoren/Vitamine weniger signifikante Metabolite

vorliegen im Vergleich zu den restlichen Klassen (Abbildung 8).
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Abbildung 8: relative Verteilung der signifikanten Metabolite nach Klasse im Rahmen der Regressionsanalyse mit der unab-
hdngigen Variable Differenz Blutentnahme-Einfrieren.

Im nachsten Schritt werden Pathway Analysen fiir die Variable Differenz Blutentnahme-Ein-

frieren durchgefiihrt. Signifikante Ergebnisse mit hohem Impact zeigen hier vor allem
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Stoffwechselwege in Bezug auf die Biosynthese, Degradation und den Metabolismus von Ami-
nosauren und der Koffeinmetabolismus (Abbildung 9). In einer getrennten Untersuchung der
negativ und positiv assoziierten Metabolite ergibt sich fiir die negativ assoziierten Metabolite
ein vergleichbares Ergebnis wie in der Untersuchung aller Metabolite. Dies ist durch das Vor-
handensein von 85% negativ assoziierten Metaboliten zu erkldren. Eine separate Untersu-
chung der positiv assoziierten Metabolite ergibt keinen Stoffwechselweg, der signifikant ist
und einen Impact >0,1 besitzt. Dies kann an der geringen Anzahl an positiv assoziierten Meta-

boliten liegen.
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Abbildung 9: graphische Darstellung der Pathway Analyse mit der unabhdngigen Variable Differenz Blutentnahme-Einfrieren
mittels Metaboanalyst.ca. X-Achse: Pathway Impact. Y-Achse: P-Wert mittels -log(p) der Regressionsanalyse. Jeder Kreis re-
prdsentiert einen Stoffwechselweg. Die einzelnen Kreise sind farbkodiert je nach P-Wert und Impact. Je mehr Metabolite Teil
dieses Stoffwechselweges sind, desto gréfSer ist der jeweilige Kreis abgebildet. Eine Beschriftung besteht fiir alle signifikanten
Stoffwechselwege mit ausreichend hohem Impact ( p<0,05 und Pathway Impact >0,1).

4.3. Analysen bzgl. der Zeit von der Blutentnahme bis zur Zentrifugation

Aufgrund der hohen Anzahl an signifikanten Metaboliten in der Analyse fiir die Gesamtzeit
von der Blutentnahme bis zum Einfrieren, sollen in den nachsten Schritten Zwischenzeiten

gemessen werden, um zu explorieren, welche Schritte und Zeiten kritisch sind.
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In der linearen Regressionsanalyse der unabhangigen Variable Differenz Blutentnahme-Zent-
rifugation zeigen 84,4 % der Metabolite einen negativen, standardisierten Regressionskoeffi-
zienten. 91,7 % der Metabolite ergeben ein signifikantes Ergebnis, wobei 97,0 % der Metabo-
lite nach Korrektur fiir multiples Testen mittels Step-up-Verfahren signifikant sind. Wie oben
bereits beschrieben erfolgt im nachsten Schritt eine Transformation der Differenz mittels der
Inversionsmethode. Die erneute Durchfiihrung der Regressionsanalyse ergibt dabei, dass
99,7 % der Metabolite signifikant nach Korrektur mittels Step-up-Verfahren sind. Auch hier
kann also kein wesentlicher Unterschied der Ergebnisse zwischen den Analyse mit und ohne

Transformation der Variable Differenz erkannt werden.

Nach Adjustierung fiir die potentiellen Stérvariablen Alter, arterielle Hypertonie, Geschlecht,
Diabetes mellitus Typ 2 und Nikotinkonsum sind weiterhin 91,1% der Metabolite signifikant
(98,7% nach Korrektur mittels Step-up-Verfahren). Adjustiert man fiir Z.n. kardiovaskuldarem
Ereignis und koronarer Herzkrankheit verbleiben 95,9% der Metabolite signifikant (100% nach
Korrektur mittels Step-up-Verfahren). Nach Adjustierung fiir den Tag der Blutentnahme ver-

bleiben 80,9% der Metabolite signifikant (91,7% nach Korrektur mit Step-up-Verfahren).

In dieser Untersuchung wird ebenfalls gepriift, ob Zeitvariablen einen signifikanten Einfluss
auf die Gruppenzugehorigkeit (ischamischer Schlaganfall oder gesunde Kontrollen) haben. Da-
bei werden die Metabolite identifiziert, die signifikante Unterschiede zwischen den beiden
Gruppen aufweisen. In der Regressionsanalyse zur Gruppenzugehorigkeit bleibt nach der Ad-
justierung fur die Differenz zwischen Blutentnahme und Zentrifugation noch ein Anteil von
76,3 % der zuvor signifikanten Metabolite signifikant, auch nach der Korrektur mit der Step-

up-Verfahren. Das bedeutet, dass ein GroRteil der Metabolite weiterhin signifikant ist.

Im nachsten Schritt werden mogliche Abweichungen der Differenz Blutentnahme-Zentrifuga-
tion untersucht. Dabei werden zwei Gruppen gebildet fir einen Gruppenvergleich mittels t-
Test. Die eine Gruppe beinhaltet die Differenzen Blutentnahme-Zentrifugation, die kleiner als
40min sind (200 Proben). Die zweite Gruppe wird mit den Differenzen Blutentnahme-Zentri-
fugation gebildet, die groRer gleich 40min betragen (222 Proben). Der Wert der 40min ent-
spricht dem Median fiir die Differenz Blutentnahme-Zentrifugation. Im Gruppenvergleich zei-
gen 72,0% der Metabolite einen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen, wobei nach

Korrektur mit Step-up-Verfahren 20,7% der Metabolite signifikant sind.
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Die Untersuchung der Unterschiede der signifikanten Ergebnisse der Regressionsanalyse mit
der unabhangigen Variable Differenz Blutentnahme-Zentrifugation innerhalb der acht Meta-
bolitenklassen ergibt keinen signifikanten Unterschied. Es kann ebenfalls graphisch dargestellt

werden, dass die signifikanten Metabolite innerhalb der Klassen dhnlich verteilt sind (Abbil-

dung 10).
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Abbildung 10: relative Verteilung der signifikanten Metabolite nach Klasse im Rahmen der Regressionsanalyse mit der unab-
hdngigen Variable Differenz Blutentnahme-Zentrifugation.

AuRerdem erfolgen auch fur diese Differenzvariable Pathway Analysen, deren Ergebnisse in
Abbildung 11 zu sehen sind. Signifikante Ergebnisse mit hohem Impact ergeben sich hier eben-
falls fiir Stoffwechselwege in Bezug auf die Biosynthese, Degradation und den Metabolismus
von Aminosauren und fiir den Koffeinmetabolismus. Untersucht man die negativ und positiv
assoziierten Metabolite getrennt voneinander, zeigt sich hier fir die negativ assoziierten Me-
tabolite ebenfalls ein vergleichbares Ergebnis wie in der Untersuchung aller Metabolite. Einen
Grund hierfir stellt das Vorhandensein sein von 84,4% negativ assoziierten Metaboliten dar.

In der Analyse der positiv assoziierten Metabolite ergibt sich hier auch kein Stoffwechselweg,
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der signifikant ist und einen Impact >0,1 besitzt. Dies kann durch die geringe Anzahl an positiv

assoziierten Metaboliten erklart werden.

L J
< —
[
2 1: Arginin- und
. Prolinmetabolismus
o0 -
1
2: Koffeinmetabolismus
o [
=
§ O. 3: Zitratzyklus
@
—s, N " 4: Alanin-, Aspartat-,
8 3 Py Glutamatmetabolismus
- . g . 5 6
signifikante P- . = Q @ 5: Tryptophanmetabolismus
Wertschwelle | & b
-7 go (T} O 6: Argininbiosynthese
@ O
0O
) D O
g o© o O
= T T T T 1
00 01 02 04 0.6 08 10

Pathway Impact

Abbildung 11: graphische Darstellung der Pathway Analyse mit der unabhdngigen Variable Differenz Blutentnahme-Zentrifu-
gation mittels Metaboanalyst.ca. X-Achse: Pathway Impact. Y-Achse: P-Wert mittels -log(p) der Regressionsanalyse. Jeder
Kreis reprdsentiert einen Stoffwechselweg. Die einzelnen Kreise sind farbkodiert je nach P-Wert und Impact. Je mehr Metabo-
lite Teil dieses Stoffwechselweges sind, desto gréf3er ist der jeweilige Kreis abgebildet. Eine Beschriftung besteht fiir alle signi-
fikanten Stoffwechselwege mit ausreichend hohem Impact ( p<0,05 und Pathway Impact >0,1).

4.4. Analysen bzgl. der Zeit von der Zentrifugation bis zum Einfrieren

In der linearen Regressionsanalyse mit der unabhangigen Variable Differenz Zentrifugation-
Einfrieren haben 85,4 % der Metabolite einen negativen, standardisierten Regressionskoeffi-
zienten. 98,7 % der Metabolite zeigen ein signifikantes Ergebnis mit weiterhin bestehendem
signifikantem Ergebnis nach Korrektur mit Step-up-Verfahren bei 100 % der Metabolite. Nach
Transformation der Differenz mittels der Inversionsmethode verbleiben nach Korrektur mit
Step-up-Verfahren 100 % der Metabolite signifikant, sodass sich kein Unterschied der Ergeb-

nisse zwischen der Analyse mit und ohne Transformation der Variable Differenz ergibt.

Adjustiert man nach den potentiellen Stérvariablen Alter, arterielle Hypertonie, Geschlecht,

Diabetes mellitus Typ 2 und Nikotinkonsum sind weiterhin 98,7% der Metabolite signifikant
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(100% nach Korrektur mit Step-up-Verfahren). Nach Adjustierung fir Z.n. kardiovaskularem
Ereignis und koronarer Herzkrankheit verbleiben ebenfalls 98,7% der Metabolite signifikant
(100% nach Korrektur mit Step-up-Verfahren). Nach Adjustierung fiir den Tag der Blutent-
nahme (Tag 1, 2 und 90) zeigen sich weiterhin 96,8% der Metabolite (100% nach Korrektur fir

Step-up-Verfahren) signifikant.

Zusatzlich wird untersucht, ob Zeitvariablen einen signifikanten Einfluss auf die Gruppenzuge-
horigkeit (ischamischer Schlaganfall oder gesunde Kontrollen) haben. Dabei werden die Me-
tabolite identifiziert, die signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen aufweisen. In der
Regressionsanalyse zur Gruppenzugehorigkeit bleiben nach der Adjustierung fir die Differenz
zwischen Zentrifugation und Einfrieren 100 % der zuvor signifikanten Metabolite auch nach

der Korrektur mit Step-up-Verfahren signifikant.

Im nachsten Schritt werden mogliche Abweichungen der Differenz Zentrifugation-Einfrieren
untersucht. Dabei werden zwei Gruppen gebildet fiir einen Gruppenvergleich mittels t-Test.
Die eine Gruppe beinhaltet die Differenzen Zentrifugation-Einfrieren, die kleiner als 16min
sind (126 Proben). Die zweite Gruppe wird mit den Differenzen Blutentnahme-Zentrifugation
gebildet, die groRer gleich 16min betragen (297 Proben). Im Gruppenvergleich zeigen 99,1%
der Metabolite einen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen, wobei nach Korrektur

mit Step-up-Verfahren 100% der Metabolite signifikant sind.

Die Untersuchung der Unterschiede der signifikanten Ergebnisse der Regressionsanalyse mit
der unabhéngigen Variable Differenz Zentrifugation-Einfrieren innerhalb der Klassen ergibt
ebenfalls einen signifikanten Unterschied mit einem p-Wert von 0,0040, wobei sich hier die
Klasse der Kofaktoren/Vitamine mit einem p-Wert von 0,0054 im Vergleich zu den anderen
Klassen signifikant unterscheidet. Es kann ebenfalls graphisch dargestellt werden, dass die
Klasse der Kofaktoren/Vitamine deutlich weniger signifikante Metabolite beinhaltet (Abbil-

dung 12).
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Abbildung 12: relative Verteilung der signifikanten Metabolite nach Klasse im Rahmen der Regressionsanalyse mit der unab-
hdngigen Variable Differenz Zentrifugation-Einfrieren.

Des Weiteren werden auch fiir die Differenz Zentrifugation-Einfrieren Pathway Analysen
durchgefiihrt, deren Ergebnisse in Abbildung 13 zu sehen sind. Signifikante Ergebnisse mit ho-
hem Impact ergeben sich hier ebenfalls hauptsachlich fir Stoffwechselwege in Bezug auf die
Biosynthese, Degradation und den Metabolismus von Aminosauren. Vereinzelt kdnnen signi-
fikante Ergebnisse bezliglich des Metabolismus von Lipiden sowie des Koffeinmetabolismus
dargestellt werden. Analysiert man die negativ und positiv assoziierten Metabolite separat,
ergeben sich flr die negativ assoziierten Metabolite auch hier vergleichbare Ergebnisse wie in
der Analyse Uber das gesamte vorhandene Metabolom. Dies ldsst sich durch die hohe Anzahl
an negativ assoziierten Metaboliten (85,4%) erklaren. In der Untersuchung der positiv assozi-
ierten Metabolite ergibt sich hier ebenfalls kein Stoffwechselweg, der signifikant ist und einen

Impact >0,1 besitzt. Dies liegt an der geringen Anzahl an positiv assoziierten Metaboliten.
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Abbildung 13: graphische Darstellung der Pathway Analyse mit der unabhdéngigen Variable Differenz Zentrifugation-Einfrieren
mittels Metaboanalyst.ca. X-Achse: Pathway Impact. Y-Achse: P-Wert mittels -log(p) der Regressionsanalyse. Jeder Kreis re-
prdsentiert einen Stoffwechselweg. Die einzelnen Kreise sind farbkodiert je nach P-Wert und Impact. Je mehr Metabolite Teil
dieses Stoffwechselweges sind, desto gréfSer ist der jeweilige Kreis abgebildet. Eine Beschriftung besteht fiir alle signifikanten
Stoffwechselwege mit ausreichend hohem Impact ( p<0,05 und Pathway Impact >0,1).

4.5. Analysen bzgl. einer potentiellen Himolyse

Im Rahmen der Regressionsanalyse beziiglich der Gefahr fiir eine potentielle Himolyse der
untersuchten Proben ergibt sich bei 76,1 % der Metabolite ein positiver, standardisierter Re-
gressionskoeffizient. Signifikante Ergebnisse konnen jedoch nur bei 1,0 % der Metabolite fest-
gestellt werden, wobei nach Korrektur mit Step-up-Verfahren nur noch 0,3 % der Metabolite
signifikant bleiben. Nach Adjustierung fiir die potentiellen Storvariablen Alter, arterielle Hy-
pertonie, Geschlecht, Diabetes mellitus Typ 2 und Nikotinkonsum zeigen sich 1,3% der Meta-
bolite signifikant (0,3% nach Korrektur mit Step-up-Verfahren). Adjustiert nach Z.n. kardiovas-
kuldarem Ereignis und koronare Herzkrankheit verbleiben 1,0% der Metabolite signifikant
(0,3% nach Korrektur mit Step-up-Verfahren). Nach Adjustierung fiir den Tag der Blutent-
nahme zeigen sich 0,6% der Metabolite signifikant (nach Korrektur mit Step-up-Verfahren

0,3% der Metabolite).
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Die Untersuchung der Unterschiede der signifikanten Ergebnisse der Regressionsanalyse be-
zliglich einer potentiellen Hamolyse innerhalb der Klassen wird aufgrund der sehr geringen

Anzahl an signifikanten Metaboliten nicht durchgefiihrt.

Des Weiteren werden auch hier Pathway Analysen durchgefiihrt, deren Ergebnisse in Abbil-
dung 14 zu sehen sind. Ebenso wie bei der zuvor durchgefiihrten Regressionsanalyse ergeben
sich nur wenige signifikante Stoffwechselwege. Signifikante Ergebnisse mit hohem Impact zei-
gen sich hier lediglich fiir den Zystein- und Methionin-Metabolismus sowie flir den Porphyrin-

metabolismus.
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Abbildung 14: graphische Darstellung der Pathway Analyse mit der unabhédngigen Variable Gefahr fiir potentielle Hdmolyse
mittels Metaboanalyst.ca. X-Achse: Pathway Impact. Y-Achse: P-Wert mittels -log(p) der Regressionsanalyse. Jeder Kreis re-
prdsentiert einen Stoffwechselweg. Die einzelnen Kreise sind farbkodiert je nach P-Wert und Impact. Je mehr Metabolite Teil
dieses Stoffwechselweges sind, desto gréfSer ist der jeweilige Kreis abgebildet. Eine Beschriftung besteht fiir alle signifikanten
Stoffwechselwege mit ausreichend hohem Impact ( p<0,05 und Pathway Impact >0,1).

4.6. Analysen bzgl. der venoésen Blutentnahme

Im Rahmen der linearen Regressionsanalyse beziiglich des Einflusses einer vendsen versus ar-
teriellen Blutentnahme auf die Messung der Metaboliten zeigen 63,4% einen negativen, stan-

dardisierten Regressionskoeffizienten. Fiir 2,9% der Metabolite ergibt sich ein signifikantes
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Ergebnis, wobei nach Korrektur mit Step-up-Verfahren 0% der Metabolite signifikant verblei-
ben. Nach Adjustierung fiir die potentiellen Storvariablen Alter, arterielle Hypertonie, Ge-
schlecht, Diabetes mellitus Typ 2 und Nikotinkonsum sowie Z.n. kardiovaskuldrem Ereignis
und koronarer Herzkrankheit sind 3,2% der Metabolite signifikant (nach Korrektur mit Step-
up-Verfahren 0%). Adjustiert man die durchgefiihrte Regressionsanalyse fiir den Tag der Blut-
entnahme verbleiben 0,6% der Metabolite signifikant (nach Korrektur mittels Step-up-Verfah-

ren 0%).

Die Untersuchung der Unterschiede der signifikanten Ergebnisse der Regressionsanalyse be-
zligich der venosen versus arteriellen Blutentnahme innerhalb der Klassen ist nicht moglich,

da 0% der Metabolite nach Korrektur fiir multiples Testen signifikant verblieben.

Im Rahmen der Pathway Analysen hierfiir ergeben sich passend zum Ergebnis der zuvor durch-

geflihrten Regressionsanalyse keine signifikanten Stoffwechselwege (Abbildung 15).
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Abbildung 15: graphische Darstellung der Pathway Analyse mit der unabhdngigen Variable venése Blutentnahme mittels Me-
taboanalyst.ca. X-Achse: Pathway Impact. Y-Achse: P-Wert mittels -log(p) der Regressionsanalyse. Jeder Kreis reprdsentiert
einen Stoffwechselweg. Die einzelnen Kreise sind farbkodiert je nach P-Wert und Impact. Je mehr Metabolite Teil dieses Stoff-
wechselweges sind, desto gréfSer ist der jeweilige Kreis abgebildet. Eine Beschriftung besteht fiir alle signifikanten Stoffwech-
selwege mit ausreichend hohem Impact ( p<0,05 und Pathway Impact >0,1).
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4.7. Zusammenfassung der Ergebnisse

Relativer Anteil | Relativer Anteil der abhan-
der abhangigen gigen Variable Metabolit
Variable Meta- | mit p<0,05 nach Korrektur
bolit mit p<0,05 mit Step-up-Verfahren

Differenz Blutentnahme-Einfrieren

Unadjustiert 96,8% 100%
Adjustiert nach kardiovaskuldren Riskofaktoren (Alter, Geschlecht, art. Hy-

pertonie, Diabetes mellitus Typ 2, Nikotinkonsum) 96,8% 100%
Adjustiert nach Z.n. kardiovaskuldrem Ereignis und koronarer Herzkrankheit 97,5% 100%
Adjustiert nach Tag der Blutentnahme 89,2% 97,5%

Differenz Blutentnahme-Zentrifugation

Unadjustiert 91,7% 97,0%
Adjustiert nach kardiovaskuldren Risikofaktoren (Alter, Geschlecht, art. Hy-

pertonie, Diabetes mellitus Typ 2, Nikotinkonsum) 91,1% 98,7%
Adjustiert nach Z.n. kardiovaskuldrem Ereignis und koronarer Herzkrankheit 95,9% 100%
Adjustiert nach Tag der Blutentnahme 80,9% 91,7%

Differenz Zentrifugation-Einfrieren

Unadjustiert 98,7% 100%
Adjustiert nach kardiovaskuldren Risikofaktoren (Alter, Geschlecht, art. Hy-

pertonie, Diabetes mellitus Typ 2, Nikotinkonsum) 98,7% 100%
Adjustiert nach Z.n. kardiovaskuldrem Ereignis und koronarer Herzkrankheit 98,7% 100%
Adjustiert nach Tag der Blutentnahme 96,8% 100%

Potentielle Himolyse

Unadjustiert 1,0% 0,3%
Adjustiert nach kardiovaskuldren Risikofaktoren (Alter, Geschlecht, art. Hy-

pertonie, Diabetes mellitus Typ 2, Nikotinkonsum) 1,3% 0,3%
Adjustiert nach Z.n. kardiovaskuldarem Ereignis und koronarer Herzkrankheit 1,0% 0,3%
Adjustiert nach Tag der Blutentnahme 0,6% 0,3%

Vendse Blutentnahme

Unadjustiert 2,9% 0%
Adjustiert nach kardiovaskuldren Risikofaktoren (Alter, Geschlecht, art. Hy-

pertonie, Diabetes mellitus Typ 2, Nikotinkonsum) 3,2% 0%
Adjustiert nach Z.n. kardiovaskuldrem Ereignis und koronarer Herzkrankheit 3,2% 0%
Adjustiert nach Tag der Blutentnahme 0,6% 0%

Tabelle 4: Zusammenfassung der Ergebnisse der Regressionsanalysen bezliglich des Einflusses von prédanalytischen Prozessen
auf die Konzentrationen der Metabolite.

Zusammenfassend zeigen sich in den Regressionsanalysen beziiglich der Differenzen tiber 90%
der Metabolite signifikant, wobei hier die Zeit von der Blutentnahme bis zur Zentrifugation,
die Zeit von der Zentrifugation bis zum Einfrieren sowie die Zeit von der Blutentnahme bis zum
Einfrieren untersucht wird. Diese Ergebnisse werden nicht beeinflusst durch kardiovaskulare

Risikofaktoren, Z.n. kardiovaskularen Ereignissen oder den Tag der Blutentnahme. Ein Einfluss
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der Faktoren potentielle Himolyse oder die Art der Blutentnahme (vends oder arteriell) kann
nur bei einem sehr geringen bzw. keinem Anteil der Metabolite festgestellt werden, wobei
auch hier die oben genannten potentiellen Storvariablen keinen Einfluss zu haben scheinen
(siehe Tabelle 4). Die Tatsache, dass nach Adjustierung teilweise mehr signifikante Metabolite

nachzuweisen sind, kann durch den sogenannten Suppressionseffekt erklart werden?%,
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5. Diskussion

In dieser Arbeit wurde der Einfluss praanalytischer Prozesse auf das zirkulierende Metabolom
mittels Regressionsanalysen untersucht. Dabei lie sich ein in der Masse der Félle negativer,
signifikanter Zusammenhang zwischen den zeitlichen Abldufen und den Konzentrationen ei-
nes GrolSteils der Metabolite nachweisen. Dieser Effekt war unabhangig von potentiellen Stor-
variablen (Alter, arterielle Hypertonie, Geschlecht, Diabetes mellitus Typ 2, Nikotinkonsum,
Z.n. kardiovaskuldrem Ereignis und koronare Herzkrankheit). Auch der Tag der Blutentnahme
scheint keinen Einfluss auf die durchgefiihrten Regressionsanalysen zu haben. Die Ergebnisse
decken sich mit einigen bereits durchgefiihrten Studien beziglich des Einflusses von praana-
lytischen Abweichungen im Rahmen von Metabolomikstudien. Hierbei konnte vor allem ge-
zeigt werden, dass zeitliche Verzogerungen sowie eine Exposition gegeniiber Raumtempera-
tur einen signifikanten Einfluss auf die quantitative Messung von vielen Metaboliten haben?6%
272,273 Die in dieser Arbeit untersuchten zeitlichen Verzégerungen gingen automatisch mit
einer langeren Exposition gegeniiber Raumtemperatur einher, da die Proben sowohl zwischen
der Blutentnahme und der Zentrifugation als auch im Zeitraum von der Zentrifugation bis zum
Einfrieren Raumtemperatur ausgesetzt waren. Einige Studien kamen zu dem Schluss, dass so-
wohl zeitliche Verzogerungen vor als auch zeitliche Verzégerungen nach der Zentrifugation
die gemessenen Konzentrationen der Metabolite beeinflussen kdnnen, was im Rahmen dieser
Arbeit bestatigt werden konnte. Dabei scheinen laut einiger Studien zeitliche Verzégerungen

bei Raumtemperatur mehr Einfluss zu haben als bei 0-4 °C2°6 264, 272-274, 277,

Um die Richtung des festgestellten Zusammenhanges zu quantifizieren, wurde der standardi-
sierte Regressionskoeffizient berechnet. Bei einem GroRteil der untersuchten Metabolite
zeigte sich im Rahmen dieser Studie ein negativer Zusammenhang mit den Differenzvariablen
Blutentnahme-Einfrieren, Blutentnahme-Zentrifugation und Zentrifugation-Einfrieren. Eine
Verzogerung in der Probenverarbeitung mit einer damit einhergehenden Erhéhung der jewei-
ligen Differenzen kann also zu einer Erniedrigung der Werte eines GroRteils der Metabolite
flihren. Ebenso kdnnen kirzere Differenzen zu héheren Werten eines GroRteils der Metabo-
lite flihren. In der Vergangenheit durchgefiihrte Studien kamen bezliglich dieser Fragestellung
zu unterschiedlichen Ergebnissen. Lofgren et al. konnten im Jahr 2018 einen Abfall des Meta-

boliten Adenosin mit zunehmender zeitlicher Verzégerung in der Probenverarbeitung
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erkennen. In einer Analyse von Plasmaproben konnten signifikante Veranderungen der Meta-
bolite mit zunehmender Prozessierungszeit gezeigt werden, wobei 4-19% der Metabolite ei-
nen signifikanten Anstieg und 8-12% der Metabolite eine signifikante Reduktion zeigten?%8,
Weitere Studien ergaben ebenfalls sowohl einen Anstieg als auch einen Abfall von Metaboli-

tenkonzentrationen durch zeitliche Verzdégerungen?’7-2%7,

Zur Untersuchung, ob die Differenzvariablen einen Einfluss auf die Gruppenzugehdérigkeit (is-
chamischer Schlaganfall oder gesunde Kontrolle) haben, wurden weitere Regressionsanalysen
durchgefiihrt. Dabei konnte gezeigt werden, dass ein GroRteil der Metabolite in der Regressi-
onsanalyse beziiglich der Gruppenzugehorigkeit weiterhin signifikant sind, nachdem fiir die
Differenzen Blutentnahme-Zentrifugation und Zentrifugation-Einfrieren adjustiert wurde.
Nach Adjustierung fiir die Differenz Blutentnahme-Einfrieren verblieben jedoch weniger als
die Halfte der Metabolite signifikant beziiglich der Gruppenzugehdrigkeit. Hier kann ein Ein-
fluss also nicht sicher ausgeschlossen werden. Die zeitlichen Verzogerungen Differenz Blut-
entnahme-Zentrifugation und Differenz Zentrifugation-Einfrieren scheinen also keinen signifi-
kanten Einfluss auf die Identifizierung von Metaboliten als Biomarker fiir den Schlaganfall ha-

ben.

Um eine Vereinheitlichung von Protokollen zu erreichen, wurde mittels einem Gruppenver-
gleich untersucht, welche Abweichungen der jeweiligen Differenz sich signifikant auf einen
GroRteil der Metabolite auswirkt. Fiir die Differenz Blutentnahme-Einfrieren sollte entspre-
chend der oben beschriebenen Ergebnisse eine Zeitdauer von kleiner 58min angestrebt wer-
den. Die Zeit zwischen Zentrifugation und Einfrieren sollte kleiner als 16min sein. Bezliglich
der Zeitdauer zwischen Blutentnahme und Zentrifugation konnte der in dieser Arbeit gewahlte
Median als Anhaltspunkte (40min) nach Korrektur fiir multiples Testen nur bei einem geringen
Anteil der Metabolite ein signifikantes Ergebnis erzielen, sodass hier weitere Untersuchungen

notig sind.

Im nachsten Schritt beschéaftigte sich diese Arbeit mit der Fragestellung, in welchen Klassen
von Metaboliten die Zeitvariablen besonders signifikanten Einfluss auf die Konzentrationen
der Metabolite haben. Verglichen wurden im Rahmen dieser Analyse wie oben bereits be-
schrieben die Klassen Aminosauren, Lipide, Kohlenhydrate, Kofaktoren/Vitamine, Energieme-
tabolite, Nukleotide, Peptide und Xenobiotika. Hier zeigten sich Metabolite, die der Klasse

Kofaktoren/Vitamine angehdren, stabiler gegeniber zeitlichen Verzogerungen im Vergleich
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zu den restlichen Klasse, wobei diese Ergebnisse sowohl fiir die Variable Differenz Blutent-
nahme-Einfrieren als auch fiir die Variable Differenz Zentrifugation-Einfrieren beobachtet
werden konnten. Fir Lipide konnte bereits gezeigt werden, dass zeitliche Verzégerungen zu
einem signifikanten Abfall der Konzentrationen fiihren, was durch Oxidationsreaktionen er-
klart wird?’3. Ebenfalls scheinen zeitliche Verzégerungen einen Einfluss auf die Messungen von
Aminosduren zu haben, was durch Degradierungsprozesse erklarbar scheint?’” 2°7: 298 Auch
Zwischenprodukte des Energiestoffwechsels scheinen signifikant von zeitlichen Verzogerun-
gen beeinflusst zu werden?’”2°9, In Serumproben kann es durch die Aktivierung der Gerin-
nungskaskade ex vivo zu einer Veranderung von Kohlenhydraten?°8, Aminosiuren und Lipiden
kommen?76, was durch eine zeitliche Verzogerung in der Probenverarbeitung verstarkt wer-
den konnte. Auch Nukleotide zeigen Veranderungen bei zeitlichen Verzégerungen und bei Ex-
position gegeniiber Raumtemperatur?’’. Wang et al. konnten im Jahr 2018 zeigen, dass Nuk-
leotide, Energiemetabolite, Kohlenhydrate sowie Peptide besonders von zeitlichen Verzoge-
rungen beeinflusst werden3®. Im Rahmen all dieser Studien scheinen wie in dieser Arbeit die
Kofaktoren und Vitamine nicht herauszustechen, was den Einfluss von zeitlichen Verzogerun-
gen angeht. Es kann also nach aktuellem Stand und hinsichtlich der Ergebnisse dieser Arbeit
davon ausgegangen werden, dass Kofaktoren und Vitamine im Vergleich zu den anderen

Gruppen stabiler gegeniiber zeitlichen Verzégerungen sind.

Das Ziel der Pathway Analysen, die im nachsten Schritt durchgefiihrt wurden, ist es, Rick-
schlisse auf biologische Prozesse ziehen zu kdnnen. Hierfir wurde untersucht, welche Meta-
bolite signifikant verdandert sind und ob sie einen signifikanten Einfluss auf den jeweiligen
Stoffwechselweg haben. Hierbei zeigten fiir die Zeitvariablen vor allem die Biosynthese, der
Metabolismus und die Degradation von Aminosduren signifikante Ergebnisse mit hohem Im-
pact auf den jeweiligen Stoffwechselweg, was die These aus oben berichteten Studien besta-
tigt, dass Metabolite des Aminosadurestoffwechsels signifikant durch zeitliche Verzégerungen
beeinflusst werden. Des Weiteren konnte ein hoher Impact der Zeitvariablen auf den Zit-
ratzyklus gezeigt werden. Diese Ergebnisse sind kongruent zu den Ergebnissen von Hirayama
et al.. Sie konnten zeigen, dass vor allem Metabolite aus priméaren Stoffwechselwegen (Glyko-
lyse, Zitratzyklus, Nukleotidsynthese) und der Synthese oder Degradation von Aminosduren
(Arginin, Prolin, Methionin, Glycin, Serin, Threonin) von zeitlichen Verzogerungen betroffen
sind?®’. Wie oben bereits beschrieben scheinen Vorgénge wie die Glykolyse der Erythrozyten

sowie die Synthese oder Degradation von Aminosduren innerhalb der Blutproben
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ausschlaggebend fiir die Veranderungen zu sein. Ebenfalls signifikante Ergebnisse mit hohem
Impact beziglich der Differenzen wies der Koffeinmetabolismus auf, was in bisherigen Studien

nicht nachgewiesen werden konnte.

Zusammenfassend kann man festhalten, dass zeitliche Verzogerungen im Rahmen der Unter-
suchung von metabolomischen Daten eine wichtige Rolle spielen und bei der Interpretation
der Ergebnisse mit einbezogen werden sollten. Insbesondere bei Metabolomikstudien, die
meist multizentrisch und grolR angelegt sind, sollte es ein wichtiges Ziel sein, vergleichbare
Daten zu generieren. Praanalytische diagnostische Fehler sind ein hiufiges Problem innerhalb
von klinischen Studien, da einheitliche Protokolle oftmals fehlen3%2, Es gibt bereits Ansatze zur
Festlegung eines einheitlichen Protokolls im Rahmen von Metabolomikstudien2®® 302, vor-
schlage bezlglich Protokollanpassungen wurden auch im Rahmen dieser Arbeit gemacht. Um
diese Protokolle festlegen zu kdnnen und eine moglichst gute Vergleichbarkeit zu erreichen,
sind weitere Studien noétig, auch um das genaue Ausmal? des Einflusses von zeitlichen Verzo-
gerungen herauszufiltern. Aktuellere Studien fokussieren sich eher darauf, Tests zu entwi-
ckeln, die im Nachhinein eine Aussage treffen konnen, ob Proben moglicherweise Abweichun-
gen im Rahmen der Verarbeitung ausgesetzt waren3°3 304 Auch hierfiir benétigt es aber zu-
nachst Untersuchungen, die Aufschluss darliber geben, inwiefern und in welchem AusmaR es
z. B. durch zeitliche Verzogerungen zu Verdnderungen der Metabolitenkonzentrationen

kommt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde auRerdem der Einfluss einer potentiellen Hdmolyse unter-
sucht. Hierbei zeigten sowohl die Regressionsanalysen nur bei einem sehr geringen Anteil der
Metabolite einen signifikanten Einfluss dieser unabhangigen Variable auf die Konzentrationen
der Metabolite als auch die Pathway Analyse ergab einen geringen Anteil signifikanter Ergeb-
nisse. Dies entspricht nicht den Ergebnissen aus anderen bereits veroffentlichten Studien.
Dort konnte gezeigt werden, dass eine Hdmolyse innerhalb der Blutproben mit einer hohen
Variabilitat beziiglich der Messungen der Metabolite einhergeht?®! und die Konzentrationen
der Metabolite beeinflusst?6% 268 269 Allerdings wurden im Rahmen dieser Studien nur Plas-
maproben untersucht und keine Serumproben. Nichtsdestotrotz wiirde man fiir Serumproben
dhnliche Ergebnisse erwarten, was im Rahmen dieser Arbeit nicht der Fall war. Dass sich die
Ergebnisse dieser Arbeit nicht mit denen aus vorhergehenden Studien decken, kann an einer

sehr geringen Probenanzahl mit einer potentiellen Hamolyse (6,5% in der Gruppe



Diskussion 73

ischamischer Schlaganfall, 10,6% in der Gruppe transitorisch ischamische Attacke, jeweils 0%
in den Gruppen Stroke Mimic und gesunde Kontrollen) liegen. Dadurch kann es im Rahmen
der in dieser Arbeit durchgefiihrten Regressionsanalysen und Pathway Analysen zu einer Un-
terschatzung des potentiellen Zusammenhanges und damit einhergehenden Einflusses ge-
kommen sein. Dementsprechend sollte man alleine aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit
nicht zum dem Schluss kommen, dass eine Hamolyse innerhalb der Blutproben keinen Einfluss
auf die Messungen der Metabolite haben kann. Der Schluss, der hinsichtlich dieses Aspektes
aus dieser Arbeit gezogen werden kann, ist die Notwendigkeit weiterer Studien zur Untersu-

chung dieser Fragestellung mit einer héheren Anzahl hamolytischer Proben.

Als letzter potentieller Einflussfaktor im Rahmen der Probenverarbeitung auf die Konzentrati-
onen der Metabolite wurde in dieser Arbeit die unabhangige Variable vendse Blutentnahme
untersucht. Hier konnte im Rahmen der Regressionsanalyse und der Pathway Analyse nach
Korrektur fiir multiples Testen kein signifikantes Ergebnis dargestellt werden. Jedoch muss
auch hier betont werden, dass in den untersuchten Daten nur eine sehr geringe Probenanzahl
mit einer Abnahme aus einem arteriellen Zugang (2,7% in der Gruppe ischamischer Schlagan-
fall, jeweils 0% in den Gruppen transitorisch ischamische Attacke, Stroke Mimic und gesunde
Kontrollen) vorhanden war. Die allermeisten Proben wurden venos gewonnen. Dementspre-
chend scheint es auch hier moglich zu sein, dass der potentielle Zusammenhang im Rahmen
dieser Arbeit unterschatzt wurde. Weitere Studien mit einer groBeren Fallzahl und mehr arte-
riellen Blutentnahmen waren nétig, um diese Fragestellung akkurat beantworten zu kénnen.
Dies ware von besonderem Interesse, da der Einfluss einer vendsen im Gegensatz zu einer
arteriellen Blutentnahme im Rahmen von Metabolomikstudien bisher nicht untersucht

wurde.

Zusammenfassend konnte mittels dieser Arbeit gezeigt werden, dass zeitliche Verzégerungen
innerhalb der Probenverarbeitung einen signifikanten Einfluss auf die Konzentration vieler
Metabolite haben kann, wobei der Zusammenhang groRteils negativ gerichtet war. Aus die-
sem Grund sollte diese praanalytische Abweichung in die Interpretation metabolomischer Da-
ten mit einbezogen werden. Um eine Vergleichbarkeit zwischen verschiedenen Studien und
Uber die Zeit hinweg zu erreichen, sollten in Zukunft einheitliche Protokolle fir Metabolomik-
studien bezliglich der Probenverarbeitung entwickelt werden. Der potentielle Einfluss hamo-

Iytischer Proben und der Art der Probenentnahme (vends oder arteriell) auf metabolomische
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Proben konnte im Rahmen dieser Arbeit aufgrund der oben erwahnten Limitationen nicht aus-
reichend geklart werden. Hierfir sind zukiinftig weitere Studien nétig. Insbesondere im For-
schungsgebiet der Metabolomik ist es von groRer Bedeutung, eine Vergleichbarkeit zwischen
verschiedenen Studien herzustellen, um Fortschritte erzielen zu kénnen 3%, Die Entwicklung
von Biobanken, die als Grundlage fir Studien mit hohem Durchsatz dienen sollen, erfordert
die Entwicklung groR angelegter Strategien zur kurz- und langfristigen Uberwachung der Pro-
benqualitat?’°. Der erste Schritt hierfur ist potentielle Qualititsmangel zu identifizieren und
Strategien zu entwickeln diese zu verhindern. Diesbezliglich einen Beitrag zu leisten, ist das

Ziel dieser Arbeit.
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6. Limitationen

Wie bereits erwahnt beinhalten die unabhangigen Variablen potentielle Himolyse und vendése
Blutentnahme eine zu geringe Probenanzahl mit hamolytischen Proben bzw. Proben mit arte-
rieller Blutentnahme, was zu einer Unterschatzung eines moglichen Zusammenhanges im Rah-

men der Regressionsanalysen flihren kann.

Zudem werden in der Literatur potentielle Stérvariablen beschrieben, die im Rahmen dieser
Arbeit nicht analysiert werden konnten. So konnte in der Vergangenheit bereits ein Einfluss
der Temperatur, der die Proben ausgesetzt waren, nachgewiesen werden30% 306, 307 Dapej
konnte gezeigt werden, dass die Temperatur vor der Zentrifugation einen grofReren Einfluss
als die zeitliche Verzégerung vor der Zentrifugation hat3%3. Daten zur Temperatur wurden in
dieser Studie nicht erfasst. Jedoch waren alle Proben wahrend der zeitlichen Verzogerung
Raumtemperatur ausgesetzt. Es lasst sich aber nicht endgiiltig kldren, ob die Verdanderungen
der Metabolite durch die zeitliche Verzégerung oder durch die langere Exposition gegeniiber
Raumtemperatur zustande kommen. Hierfiir wére eine Studie nétig, im Rahmen derer die
Proben wahrend der zeitlichen Verzégerung vordefinierten, unterschiedlichen Temperaturen
unterlegen sind. Des Weiteren kann die Art der verwendeten Probenréhrchen und deren Zu-
satze einen Einfluss auf die Konzentrationen der Metabolite haben. Fiir die im Rahmen dieser
Studie verwendeten Serumrdhrchen ergab sich jedoch kein Unterschied zwischen Réhrchen
mit und ohne Gelbarriere?®>, Somit scheinen die verwendeten Blutréhrchen und deren Zu-
satze nach aktuellem Stand keinen signifikanten Einfluss auf die Messung von Metaboliten zu
haben. Mittels weiterer Studien wurde der Einfluss der Zentrifugationsbedingungen unter-
sucht, wobei sich lediglich geringe Veranderungen der Metabolite in Abhangigkeit von der
Zentrifugationsgeschwindigkeit, der Temperatur und der Zeit zeigten?’82%0, Bei der Lagerung
der Blutproben im Gefrierschrank kdnnen sich ebenfalls Schwankungen der Metabolitenmes-
sungen ergeben. Bei Lagerung mit einer Temperatur von — 80 °C und darunter konnten Studien
jedoch zeigen, dass die Metabolite (iber einen langen Zeitraum sehr stabil bleiben?>7: 281,282,
Nachdem die in dieser Arbeit verwendeten Proben alle bei mindestens -80 °C gelagert wurden,
kann also davon ausgegangen werden, dass dies keinen wesentlichen Effekt auf die Metabo-
lite hat. Des Weiteren wurden potentielle Abweichungen im Rahmen der Analyse mittels Mas-

senspektrometrie und Hochleistungsfliissigkeitschromatographie nicht in Betracht gezogen.
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Dieser Schritt ist in der Regel jedoch stark standardisiert und weniger fehleranfillig3®’, sodass

dies als vernachldssigbar angenommen werden kann.

Zusammenfassend ldsst sich als hauptsachliche Limitation dieser Arbeit die Tatsache definie-
ren, dass die Temperaturen, denen die Serumproben ausgesetzt waren, nicht dokumentiert
und in die Analyse einbezogen wurden. Um die Fragestellung, ob die zeitliche Verzégerung
oder die Exposition gegeniiber Raumtemperatur fiir die Veranderungen der Metabolite ver-

antwortlich sind, beantworten zu kénnen, bendtigt es weiterer Untersuchungen.

AuRerdem konzentriert sich diese Arbeit nur auf Daten aus dem Forschungsgebiet der Meta-
bolomik ohne Betrachtung der Proteomik, Genomik und Transkriptomik. In Zukunft wird je-
doch die sogenannte ,Multi-Omik“ Sichtweise immer mehr an Bedeutung gewinnen, basie-
rend auf der Weiterentwicklung der Technik und entsprechenden Softwares. Die zelluldre Ak-
tivitat und biologische Prozesse in ihrer Komplexitat abzubilden, stellt eine Herausforderung
dar, die durch die Integration von Multi-Omik-Daten gelingen kann, deren Ziel es ist, Wechsel-
wirkungen von Genen, Proteinen und Metaboliten zu untersuchen3®. Dementsprechend ist
es auch von groRem Interesse potentielle praanalytische Abweichungen und deren Auswir-
kungen innerhalb aller Omik-Bereiche zu kennen. Hierfir sollte die Fragestellung dieser Arbeit
auf den Bereich der Proteomik, Genomik und Transkriptomik erweitert werden. Insbesondere
in der Identifizierung von Biomarkern fiir den ischdamischen Schlaganfall scheint die Multi-O-
mik-Herangehensweise fiir die Zukunft sinnvoll zu sein, da es sich um ein Erkrankungsbild mit

komplexen biologischen Prozessen handelt.
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7. Zusammenfassung

Der ischamische Schlaganfall ist eine haufige Ursache fiir Langzeitbehinderung und Mortalitat.
Zukiinftig konnte er den groRten relativen Anstieg der medizinischen Kosten unter den kardi-
ovaskuladren Erkrankungen verursachen. Daher ist es wichtig, die Pathophysiologie zu verste-
hen, Risikofaktoren zu kennen sowie praventive, diagnostische und therapeutische Malinah-
men zu verbessern. Blutbasierte Biomarker kénnten hierbei eine Rolle spielen, da sie einfacher
und kostenglinstiger zu bestimmen sind als andere diagnostische Moglichkeiten. Es gibt be-
reits potentielle Biomarker fir den ischamischen Schlaganfall, die jedoch bisher nicht in die
klinische Anwendung libertragen werden konnten. Die Metabolomik zeigt vielversprechende
Anséatze zur ldentifizierung solcher Biomarker, jedoch bestehen weiterhin Inkonsistenzen
durch unterschiedliche Studiendesigns. In dieser Arbeit wurde der Einfluss prozeduraler As-
pekte der Probengewinnung und -verarbeitung auf zirkulierende Metaboliten im Blut unter-
sucht. Etwa 85% der Metabolite zeigten eine negative Assoziation mit der Dauer verschiede-
ner Verarbeitungsschritte von der Blutentnahme bis zum Einfrieren. Kardiovaskulare Risiko-
faktoren und der Tag der Blutentnahme wurden als Storvariablen ausgeschlossen. Die Zeit-
dauer von der Blutentnahme bis zur Zentrifugation sowie von der Zentrifugation bis zum Ein-
frieren hatte keinen Einfluss auf die Identifizierung von Metaboliten als Schlaganfall-Biomar-
ker. Metabolite aus der Klasse der Kofaktoren/Vitamine waren weniger betroffen als andere
Klassen. Pathway-Analysen zeigten, dass insbesondere Aminosauren-Stoffwechselwege von
zeitlichen Verzogerungen betroffen waren. Himolyse und die Art der Blutentnahme hatten
kaum Einfluss auf die Metabolitenmessung, wobei eine Unterschatzung aufgrund der geringen
Probenanzahl moglich ist. Weitere Limitationen sind unbeachtete Storfaktoren, wie die Tem-

peraturen, denen die Proben ausgesetzt waren.

Zusammenfassend bestatigt diese Arbeit den Einfluss zeitlicher Verzogerungen auf die Mes-
sung von Metaboliten, ohne dass diese Assoziationen die Identifizierung von Biomarkern fiir
den Schlaganfall beeinflussen. Dies ist besonders wichtig fir multizentrische Studien in der
Metabolomik, um eine Vergleichbarkeit zu gewahrleisten und Fortschritte zu ermdoglichen. Zu-
kiinftig wird die Multi-Omik-Sichtweise an Bedeutung gewinnen, weshalb es sinnvoll ware, die

Fragestellung auf Proteomik, Genomik und Transkriptomik zu erweitern.
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8. Summary

Ischaemic stroke is a common cause of long-term disability and mortality. In the future, it
could cause the largest relative increase in medical costs among cardiovascular diseases.
Hence it is important to understand the pathophysiology, recognise risk factors and improve
preventive, diagnostic and therapeutic measures. Blood-based biomarkers could play a role
here, as they are easier and cheaper to determine than other diagnostic options. Potential
biomarkers for ischaemic stroke already exist, but have not yet been translated into clinical
application. Metabolomics shows promising approaches for the identification of such
biomarkers, but inconsistencies persist due to different study designs. In this work, the
influence of procedural aspects of sample collection and processing on circulating metabolites
in blood was investigated. About 85% of the metabolites showed a negative association with
the duration of different processing steps from blood collection to freezing. Cardiovascular
risk factors and the day of blood collection were excluded as confounding variables. The time
from blood collection to centrifugation and from centrifugation to freezing had no influence
on the identification of metabolites as stroke biomarkers. Metabolites from the cofactor and
vitamin class were less affected than other classes. Pathway analyses showed that amino acid
metabolic pathways in particular were affected by time delays. Haemolysis and the type of
blood collection had hardly any influence on the metabolite measurement, although an
underestimation is possible due to the low number of samples. Further limitations are
unobserved confounding factors, such as the temperatures to which the samples were

exposed.

In summary, this work confirms the influence of time delays on the measurement of
metabolites without these associations affecting the identification of biomarkers for stroke.
This is particularly important for multi-centre studies in metabolomics to ensure comparability
and enable progress. In the future, the multi-omics perspective will gain in importance, which
is why it would be useful to extend the research question to proteomics, genomics and

transcriptomics.
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