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Einleitung

1 Einleitung

Die prézise Vorhersage der Langzeitentwicklung eines Patienten mit ischdmischem Schlaganfall
ist von grofRer Bedeutung sowohl in der klinischen Routinebehandlung fur den Patienten und
seine Therapeuten als auch in der Forschung. Etablierte Modelle, die anhand klinischer Faktoren
eine Aussage Uber die Prognose nach Schlaganféllen machen, ermdoglichen unter Umstanden
keine gezielte Vorhersage im Einzelfall (Whiteley et al. 2009).

Biomarker koénnten im Zusammenhang mit akuten Schlaganféllen ein geeignetes Instrument
sein, um diese mangelnde Vorhersagekraft zu verbessern. Daher ist es das Ziel dieser Arbeit, die
prognostische Wertigkeit ausgewahlter Biomarker fiir das Eintreten des Todes jeglicher Ursache
und fir das Auftreten eines bedeutenden kardiovaskuldren Ereignisses (BKE) innerhalb eines
Jahres nach einer stattgehabten zerebralen Ischamie zu untersuchen. Unter BKE werden ein
erneuter Schlaganfall, das akute Koronarsyndrom sowie der Tod kardiovaskuldrer Ursache

zusammengefasst.

1.1 Der Schlaganfall

1.1.1 Epidemiologie

Gemal} den Daten der World Health Organisation sind 30% der globalen Todesfélle auf eine
kardiovaskulare Erkrankung zurtickzufuhren. Innerhalb dieser Gruppe stellt der Schlaganfall mit
29%, nach kardialen Ischamien die zweithaufigste Todesursache dar. Da ein zerebraler Insult die
haufigste Ursache dauerhafter Behinderungen ist, werden sowohl die Angehdrigen als auch die
gesamte Gesellschaft durch diese Erkrankung mit immensen personlichen und finanziellen
Herausforderungen konfrontiert (Mendis et al. 2011).

2011 veroffentlichte die American Heart Association aktualisierte Daten zur Epidemiologie des
Schlaganfalls in den Vereinigten Staaten (Roger et al. 2011). Demnach liegt die Prévalenz des
Apoplex bei tber 20jahrigen Amerikanern bei 7.000.000. Dies entspricht 3%. Die jahrliche
Inzidenz betridgt ~795.000 Menschen, die einen Schlaganfall erleiden. 610.000 erleiden die erste
Attacke, 185.000 einen Reapoplex. 87% dieser Schlaganfalle haben eine ischdmische Ursache,
sind also auf eine Minderperfusion des Gewebes zurlickzufiuhren. Bei 10% handelt es sich um
intrazerebrale Blutungen, bei 3% um eine Subarachnoidalblutung.

Die durch Schlaganfille verursachte Mortalitit lag 2007 in den USA bei ~136.000 Menschen.
Damit stellt der Schlaganfall immer noch die dritthaufigste Todesursache dar, obwohl vorlaufige
Daten auf der Grundlage der aktuellsten Version des ICD-10 nahe legen, dass es sich nur noch

um die vierthdufigste Todesursache handelt (Roger et al. 2011). Diese hohe Mortalitét ist nicht
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Einleitung

nur als direkte Konsequenz des Schlaganfalls anzusehen, sondern erklért sich auch durch das in
der Folge h&ufige Auftreten einer anderen kardiovaskuléren Erkrankung (Silver et al. 1984;
Touzé et al. 2005).

1.1.2 Pathologie des Schlaganfalls und Atiologie nach TOAST

Auf das Gehirn, das nur zwei Prozent der Korpermasse eines Menschen ausmacht, entfallen 20%
des Sauerstoffbedarfs und 15% des Herzminutenvolumens eines ruhenden Korpers. Die
Energiegewinnung erfolgt nahezu vollstandig durch den aeroben Abbau von Glukose zu ATP
und CO,. Die anaerobe Glykolyse sowie der Abbau von Ketonkorpern haben hingegen nur einen
geringen Einfluss. Diese ausgepréagte Sauerstoffabhéngigkeit des Gehirns begriindet das schnelle
Auftreten irreversibler neurologischer Ausfalle bei zerebraler Ischdmie.

Die Durchblutung des Gehirns wird entscheidend beeinflusst durch den Perfusionswiderstand,
der durch den Widerstand der Arterien und Arteriolen bestimmt wird, sowie durch die
Blutviskositdt. Des Weiteren stellt der zerebrale Perfusionsdruck eine entscheidende
EinflussgroRe dar. Zu seiner Ermittlung wird die Differenz aus arteriellem Mitteldruck in den
Hirnarterien und der Summe von intrakraniellem und venésem Druck gebildet (Berlit et al.
2012).

Es sind zwei grundsatzliche Formen der Hirnischdmie zu unterscheiden. Dies ist einerseits die
globale Minderperfusion durch Schock, Herzstillstand oder Asphyxie, andererseits die fokalen
Ischdmien, die durch den WVerschluss oder die Stenose einer hirnversorgenden Arterie
gekennzeichnet sind. Die physiologische Durchblutung des Gehirns liegt bei 50-60ml/100g
Gewebe/min. Ab einer Verminderung der Durchblutung unter 20ml/100g Gewebe/min kommt es
zu reversiblen Funktionsstérungen. Die Infarzierung beginnt ab einer Perfusion von weniger als
8-10ml/100g Gewebe/min. Im Zentrum der Ischdmie kommt es zum irreversiblen Untergang des
Gewebes. Der Randsaum (Penumbra) ist der Bereich der reversiblen Funktionseinschrankung
und damit das Ziel der therapeutischen Bemuhungen (Berlit et al. 2012).

Die Unterteilung der Schlaganfalle gemaR ihrer Atiologie verschafft zusatzlich Vorteile. Eine
ermittelbare Ursache hat Auswirkungen auf die Individualisierung der Therapie und auf die
Prognose eines Schlaganfallpatienten (Adams et al. 1993). Die Mortalitat von Patienten nach
Schlaganféllen durch arteriosklerotische Verdnderungen der grof3en Arterien ist hoher als die bel
Mikroangiopathien (Sacco et al. 1991). Des Weiteren haben Patienten nach kardioembolischen
Schlaganféllen eine erhdhte Sterbewahrscheinlichkeit (Bogousslavsky et al. 1988; Caplan et al.

1983).
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Einleitung

Zum Zweck der Einordnung eines Schlaganfalls begriindeten Adams et al. (1993) die TOAST
Klassifikation. Initial stltzt sich der Untersucher hierbei auf klinische Befunde, die im Verlauf
durch bildgebende Verfahren und Laboruntersuchungen erganzt werden. Unterschieden werden
finf Kategorien: Makroangiopathie, kardioembolische Schlaganfalle, Mikroangiopathie,
Schlaganfall anderer spezifischer Ursache und Ereignisse unbekannter Ursache.

Ist der Schlaganfall auf eine makroangiopathische Ursache zurlickzufiihren, ist sonografisch
oder angiografisch eine Lumenverminderung groRer hirnversorgender Arterien von mehr als
50% feststellbar. Es treten kortikale Beeintrachtigungen sowie Fehlfunktionen des Kleinhirns
und Hirnstamms auf. Die La&sionen in Kortex, Kleinhirn oder Hirnstamm haben in der
Computertomographie (CT)- oder Magnetresonanztomographie (MRT)-Darstellung einen
Durchmesser >1,5cm. In der Vorgeschichte haben die Patienten h&ufig transitorische ischa-
mische Attacken (TIA) im entsprechenden arteriellen Versorgungsgebiet (Adams et al. 1993).
Die klinische Symptomatik einer Ischamie kardioembolischer Ursache ist der des
makroangiopathischen Schlaganfalls ahnlich. Hierbei verschlie3t ein im Herz entstandener
Embolus arterielle Gefae. Urséchlich kénnen zum Beispiel VVorhofflimmern, Valvuloplastie
oder eine dilatative Kardiomyopathie sein. Des Weiteren gibt es Hinweise auf transitorische
ischamische  Attacken in der Vergangenheit, die in verschiedenen arteriellen
Versorgungsgebieten aufgetreten sind. Um die Diagnose einer kardioembolischen Genese zu
sichern, muss zudem ausgeschlossen werden, dass es eine Ursache fur arterio-arterielle Embolien
gibt (Adams et al. 1993).

Schlaganfélle mikroangiopathischer Ursache imponieren klinisch durch eines der klassischen
lakunaren Syndrome. Diese sind definiert als eine Gruppierung klinischer Symptome, die
dadurch auftreten, dass das Versorgungsgebiet einer perforierenden Arterie ischdmisch wird
(Bamford et al. 1987). Kortikale Fehlfunktionen werden nicht beobachtet. In der CT- oder MRT-
Untersuchung sind die Patienten hdufig unauffallig oder es sind kleine, einseitige L&sionen
subkortikal oder im Hirnstamm festzustellen. Als Risikofaktoren fiir Ischdmien dieser Ursache
gelten Diabetes mellitus und arterieller Hypertonus (Adams et al. 1993).

Ischamien anderer spezifischer Ursachen umfassen seltene Schlaganfallursachen, die aber
bestimmbar sind, zum Beispiel nicht arteriosklerotische  Vaskulopathien oder
Hyperkoagulopathien. In der fiinften Kategorie, der Ereignisse unbekannter Ursache, werden
Schlaganfalle zusammengefasst, fur die kein Ausldser ermittelt werden kann oder bei denen eine
nur unvollstandige Diagnostik durchgefiihrt wurde. Ferner fallen auch solche in diese Kategorie,

bei denen mehrere Ausloser in Betracht gezogen werden miissen (Adams et al. 1993).
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1.1.3 Sekundéarpravention

Ein erster Schlaganfall wird von 80-85% der Patienten iberlebt (Grau et al. 2001). 8-15% dieser
Patienten erleiden innerhalb eines Jahres einen erneuten Insult, wobei das Risiko mit
zunehmendem zeitlichen Abstand zum Erstereignis abnimmt (Hill et al. 2004; Lovett et al.
2004). Zudem besteht eine Koinzidenz des ischamischen Schlaganfalls und der koronaren
Herzkrankheit sowie der damit verbundenen Letalitat (Coca et al. 2008; Gongora-Rivera et al.
2007; Touzé et al. 2007). Dieser Zusammenhang ist auf die gemeinsame Entstehung beider
Erkrankungen auf dem Boden der Arteriosklerose zurtickzufiihren. Daher hat eine effektive
Sekundarpravention und Vermeidung gemeinsamer Risikofaktoren nach einem ischamischen
Schlaganfall auch Relevanz fir das Auftreten bedeutender kardiovaskuldrer Ereignisse (Soler
und Ruiz 2010). Die dennoch unterschiedliche Bedeutung der einzelnen Risikofaktoren ist
darauf zuruckzufuhren, dass der weitaus groRte Teil der kardialen Ischdmien durch
Arteriosklerose bedingt ist, wahrend die Atiologie des Schlaganfalls heterogener ist (siehe
Kapitel 1.1.2, S.2) (Libby 2001; White und Chew 2008).

Die Grundlagen, auf denen die Therapieentscheidungen in der Sekundarprévention getroffen
werden, kénnen maoglicherweise durch einen gezielten Einsatz prognostischer Biomarker fiir das

Eintreten einer erneuten Ischamie verbessert und individualisiert werden.

1.1.3.1 Modifikation von Risikofaktoren

Unterschieden werden Risikofaktoren, die durch gezielte Therapie beeinflussbar sind und
unbeeinflussbare wie Alter, Geschlecht, Rasse und Ethnizitdt und eine genetische Disposition
innerhalb der Familie (Goldstein et al. 2001). Die behandelbaren Risikofaktoren sind hé&ufig
solche, die durch den Lebensstil, der in den Industrieldndern gepflegt wird, hervorgerufen
werden. Sowohl systolischer als auch diastolischer Hypertonus stellen unabhangige und starke
Risikofaktoren dar. Besondere Bedeutung erlangen diese durch die hohe Prévalenz. Die
Behandlung einer arteriellen Hypertonie senkt das Risiko eines Reapoplexes um 24% (Goldstein
et al. 2001; MacMahon et al. 1990; Rashid et al. 2003).

Ein weiterer, insbesondere durch seine hohe Prévalenz bedeutender Risikofaktor ist das
Rauchen. Es fuhrt zu einer Verdnderung der Arterienwande und beeinflusst die
FlieReigenschaften des Bluts (Cruickshank et al. 1989; Kool et al. 1993). Circa funf Jahre nach
Ende des Zigarettenkonsums erreicht das Infarktrisiko wieder das eines Nichtrauchers (Wolf et

al. 1988). Dieser Zusammenhang zeigt sich nicht nur flr zerebrale Ischdmien, sondern wird
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unisono in vielen Studien fur die Risikoerhéhung einer kardialen Minderperfusion durch
Tabakkonsum nachgewiesen (Soler und Ruiz 2010).

Das Risiko, einen ischdmischen Schlaganfall zu erleiden, steigt auch durch Diabetes mellitus. Es
kommt zu einer Erhéhung des relativen Risikos um das 1,8- bis 6-fache. Die intensive Kontrolle
des Blutzuckerspiegels reduziert hierbei insbesondere die Anzahl mikrovaskularer
Komplikationen (Burchfiel et al. 1994; Goldstein et al. 2001; Kannel und McGee 1979). Sowohl
in der Primér- als auch insbesondere in der Sekundarprévention konnte aber der Zusammenhang
zwischen der optimalen Einstellung des Blutzuckers bei Diabetikern und dem Auftreten
zerebraler Ischamien nur bedingt nachgewiesen werden (Wilcox et al. 2007). Deutlich groRer ist
die Bedeutung des Diabetes mellitus fir die Entstehung der koronaren Herzkrankheit (KHK).
Die Ergebnisse verschiedener Studien zeigten, dass die Prévalenz des Diabetes mellitus unter
diesen Patienten zwischen 21,1% und 31,7% schwankt (Bradshaw et al. 2006; Hasdai et al.
2002; Heras et al. 2006).

Eine effektive Pravention einer Reischamie ist ebenfalls durch den Einsatz von Statinen moglich.
Die relative Risikoreduktion liegt bei Patienten mit vorbestehender KHK bei 21% (Amarenco et
al. 2004), aber auch Patienten ohne KHK profitieren. Ziel sollte ein low density lipoprotein-
cholesterol (LDL-Cholesterin) <100mg/dl sein (Amarenco et al. 2006; Grundy et al. 2004).
Ferner existiert eine Reihe weiterer potentieller Faktoren, deren Zusammenhang mit
Schlaganféllen weniger gut dokumentiert ist oder die schwieriger modifizierbar sind. Im
Speziellen sind dies Adipositas (BMI >30kg/m?), korperliche Inaktivitat, Fehlerndhrung,
Alkoholmissbrauch,  Hyperhomocysteindmie, = Drogenmissbrauch, = Hyperkoagulopathien,

Hormonersatztherapie und die Einnahme oraler Kontrazeptiva (Goldstein et al. 2001).

1.1.3.2 Thrombozytenfunktionshemmung und Antikoagulation

Eine zentrale Rolle in der Sekundérpravention spielen Thrombozytenaggregationshemmer. Ihre
Wirksamkeit wurde in mehreren Studien und Metaanalysen nachgewiesen. Das Risiko, einen
erneuten nicht tédlichen Schlaganfall zu erleiden, wird um 23% reduziert (Antiplatelet Trialists’
Collaboration 1994; Antithrombotic Trialists’ Collaboration 2002; Born und Patrono 2006).
Unter welchen Bedingungen und in welchen Dosierungen die Substanzen Acetylsalicylsaure,
Clopidogrel oder Dipyridamol eingesetzt werden sollten, ist zurzeit noch umstritten (Diener et al.
2008 a).

Der Faktor, der das grofte relative Risiko fiir einen Schlaganfall darstellt, ist das

Vorhofflimmern. Dieses ist ursdchlich fir 50% der thromboembolischen Schlaganfalle, was
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nicht zuletzt aufgrund der steigenden Prévalenz eine sehr grol3e Bedeutung bei &lteren Patienten
hat (Wolf et al. 1991). Das relative Risiko eines thromboembolischen Schlaganfalls kann durch
die Antikoagulation mit Warfarin um 68% reduziert werden (Goldstein et al. 2001). Gemal der
Leitlinie der Deutschen Gesellschaft fir Neurologie wird insbesondere bei diesen Patienten, und
solchen mit anderen kardialen Emboliequellen, eine Antikoagulation mit einer international
normalized ratio (INR) von 2-3 empfohlen (EAFT Group 1993; Hart et al. 2000). Dieses gilt
auch fir Patienten mit intermittierendem Vorhofflimmern, deren Schlaganfallrisiko vergleichbar
mit chronischem Vorhofflimmern ist (Nieuwlaat et al. 2005). Bei Patienten, die einen
Schlaganfall, der nicht kardialer Genese ist, erlitten haben, wird keine generelle Antikoagulation
empfohlen, da sie der Thrombozytenfunktionshemmung mit Acetylsalicylséure nicht tiberlegen
ist (Halkes et al. 2007; Mohr et al. 2001).

1.1.4 Langzeitprognose nach ischamischem Schlaganfall

Das Risiko, einen Reapoplex zu erleiden, liegt bei allen Patienten zwischen 8% und 15% (Hill et
al. 2004; Johnston et al. 2000; Lovett et al. 2004; Weimar et al. 2002). Besonders hoch ist das
Risiko derer, die eine transiente ischdmische Attacke erlitten haben. Innerhalb einer Woche nach
transitorischer ischamischer Attacke liegt dieses bei 5,2%, wobei die Art der Therapie das Risiko
massiv beeinflusst (Giles und Rothwell 2007). Mit zunehmender Zeit nimmt diese Rate ab,
sodass fur den Langzeitverlauf andere kardiovaskuldre Erkrankungen an Bedeutung gewinnen.
GemaR einer Metaanalyse von 2005 durch Touzé et al., in die 39 Studien einbezogen wurden,
liegt das jahrliche Risiko eines Patienten, nach einem Schlaganfall einen Myokardinfarkt zu
erleiden, bei 2,2% und das Risiko eines kardiovaskularen Todes, der nicht durch einen erneuten
Schlaganfall bedingt ist, bei 2,1% (Touzé et al. 2005).

Die Risikoabschatzung im Einzelfall ist allerdings durch derartige statistische Erhebungen nicht
maoglich, sodass in der Vergangenheit Punktesysteme eingefiihrt wurden, mit deren Hilfe es
gelingt, anhand klinischer Parameter die Prognose eines einzelnen Patienten einzuschétzen. Der
Essen Stroke Risk Score (ESRS) wurde retrospektiv anhand der Patientenkohorte der CAPRIE-
Studie erstellt (Gent et al. 1996), zunachst um eine Pradiktion hinsichtlich des Eintretens eines
Reapoplexes vorzunehmen. Mit Hilfe dieses Risikobewertungssystems wurden differenzierte
Empfehlungen gegeben, ob ein Patient nach einem Schlaganfall eher von einer
Sekundarprévention mit Clopidogrel oder mit Acetylsalicylsaure profitiert (Diener et al. 2005).
2009 validierten Weimar et al. den ESRS im REACH-Register. Es wurde nachgewiesen, dass

mit Hilfe dieses Verfahrens eine Risikostratifizierung bei Patienten mit Schlaganfall oder TIA
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hinsichtlich eines Reapoplexes beziehungsweise eines bedeutenden kardiovaskularen Ereignisses
maoglich ist. Flr das Risiko eines BKEs ergab sich, ermittelt durch die concordance-statistic (C-
Statistik), eine area under the curve (AUC) von 0,60 (95% CI, 0,58;0,62) (Weimar et al. 2009).
In die Analyse flieen sieben bekannte kardiovaskuldre Risikofaktoren mit gleicher Wertigkeit
sowie das Alter des Patienten ein. Im schlechtesten Fall erreicht der Patient neun, im besten Fall
null Punkte (Tab. 1A). Anwendung findet dieses Verfahren allerdings nur bei Patienten, bei
denen ein Vorhofflimmern ausgeschlossen wurde (Gent et al. 1996).

Ein weiteres Kklinisches Verfahren zur Risikopradiktion ist das Stroke Prognosis Instrument 1l
(SPI-1). Es wurde 2000 durch Kernan et al. als Weiterentwicklung des Stroke Prognosis
Instrument | anhand der Kohorte der WEST-Studie begriindet. Validiert wurde das Verfahren in
drei groRen Patientenkohorten, der UK-TIA-Aspirin-Studie, der CAPRIE-Studie und der
NoMaSS. Das Stroke Prognosis Instrument Il ermdglicht es, das Risiko einzuschatzen, ob ein
Patient innerhalb von zwei Jahren nach einer TIA oder einem Schlaganfall, der keine dauerhafte
Behinderung verursacht, einen Reinsult erleidet oder ob er verstirbt. In die Analyse flie3en
sieben verschiedene Risikofaktoren ein, die entsprechend der relativen HoOhe des
Regressionskoeffizienten in einem Cox-proportionalen Hazard-Modell mit einem bis drei
Punkten in die Berechnung von drei Risikogruppen eingehen (niedriges Risiko: 0-2 Punkte;
mittleres Risiko: 2-6 Punkte; hohes Risiko 7-11 Punkte) (Tab. 1B). Die area under the receiver
operating characteristic curve (ROC-AUC) fir das Eintreten der Endpunkte betragt 0,63 (95%
Cl, 0,62; 0,65) (Kernan et al. 2000). 2011 fand durch Navi et al. eine weitere Validierung des
SPI-Il statt, sodass er jetzt bei Patienten jeglicher Schwere des Schlaganfall-Ereignisses
Anwendung finden kann. Die C-Statistik betrug in diesem Fall 0,62 (95% CI, 0,61— 0,64) (Navi
et al. 2011).
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Essen Stroke Risk Score

Risikofaktor Punkte

Alter <65 Jahre

Alter 65 - 75 Jahre

Alter >75 Jahre

Hypertonus

Diabetes mellitus

A I N =)

Myokardinfarkt in der VVorgeschichte

Andere kardiovaskulédre Erkrankungen (ausgenommen Myokardinfarkt und

Vorhofflimmern) :
Peripher-arterielle Verschlusskrankheit (pAVK) 1
Nikotinabusus 1
Zusatzliche TIA oder Schlaganfall zum initialen Ereignis 1

Tab. 1A: Kriterien zur Berechnung des Essen Stroke Risk Score basierend auf der
Schlaganfallkohorte innerhalb der CAPRI-Studie (Diener et al. 2005, S.759)

Stroke Prognosis Instrument 11

Adjustiertes relatives
Risiko fur Schlag-

Befund ) Regressionskoeffizient | Punkte
anfall oder Tod inner-
halb von zwei Jahren
Kongestive Herzinsuffizienz 1,8 0,57 3
Diabetes mellitus 1,7 0,55 3
Schlaganfall in der
) 1,7 0,51 3
Vorgeschichte
Alter >70 Jahre 1,6 0,46 2
Schlaganfall (nicht TIA) 1,5 0,38 2
Schwerer Hypertonus 1,2 0,19 1
Koronare Herzkrankheit 1,1 0,13 1

Tab. 1B: Kriterien zur Berechnung des Stroke Prognosis Instrument Il (Kernan et
al. 2000, S.460)
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1.2 Die Biomarker

In den vergangenen Jahrzehnten wurde haufig versucht, die Patientenversorgung durch die
Anwendung adaquater Biomarker in ihrer Qualitdt zu verbessern und auch die Effizienz zu
steigern. Im Allgemeinen kénnen Biomarker mit verschiedener klinischer Zielsetzung verwendet
werden: Zur Diagnostik bei Patienten mit bestimmten Symptomen, aber unbekannter Ursache,
als Screeningverfahren bei klinisch unaufféalligen Patienten oder zur Therapieentscheidung und
Kontrolle bei Patienten mit bereits bekannten Erkrankungen. Des Weiteren kdnnen sie auch, wie
es Gegenstand dieser Studie ist, zur Risikoeinschatzung bei Patienten eingesetzt werden, die an
bereits diagnostizierten Erkrankungen leiden (Mark und Felker 2004).

Zu diesem Zweck sollte ein idealer Marker entsprechend sensitiv und spezifisch sein.
Voraussetzung ist eine stabile Freisetzung des Biomarkers nach dem Ereignis und eine
vorhersehbare Clearance. Ferner muss der Marker zu annehmbaren Kosten in kurzer Zeit
quantitativ messbar sein (Saenger und Christenson 2010). Im Rahmen dieser Studie werden funf
ausgewahlte Marker hinsichtlich ihrer prognostischen Wertigkeit fir das Auftreten eines BKEs
und fiir das Eintreten des Todes jeglicher Ursache innerhalb eines Jahres nach dem Schlaganfall
untersucht. Hierbei werden neue, hochsensitive Testverfahren zur Ermittlung besonders niedriger
Konzentrationen eines Markers eingesetzt sowie Propeptide mit einer deutlich langeren
Halbwertzeit als das aktive Protein untersucht. Die funf untersuchten Marker werden in einem
Multimarker-Ansatz gemeinsam analysiert, um maoglicherweise eine Verbesserung der
pradiktiven Aussagekraft zu erreichen. Dieses Prinzip wurde bereits in kardiologischen Studien
untersucht: Die simultane Anwendung kardiovaskuldrer und renaler Biomarker erlaubt die
Prédiktion des Todes kardiovaskularer Ursache bei alteren Méannern unabhdngig von
Vorerkrankung (Zethelius et al. 2008). Das Risiko einer neu einsetzenden Herzinsuffizienz kann
durch einen Multimarker-Ansatz, in den der im Urin gemessene Albumin-Kreatinin-Quotient
und natriuretisches Peptid Typ B einflieRen, abgeschatzt werden (Velagaleti et al. 2010). Diese
simultane Anwendung mehrerer Biomarker bildet die verschiedenen Ursachen, die zur

Entstehung einer Krankheit fiihren, am besten ab.

121 H-FABP

Heart type fatty acid binding protein (H-FABP) gehort zur Gruppe der fatty acid binding
proteins (FABPS), kleine Proteine mit einer Masse von 14-15kDa. Sie befinden sich in grof3en
Mengen im Zytoplasma der Zellen, deren Gewebe einen hohen Fettmetabolismus aufweist, aber

auch im Nervengewebe (Storch und Thumser 2000). Hier spielt der Fettabbau zur
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Energiegewinnung nur eine untergeordnete Rolle. Reste der Fettsdauren werden aber als
Phospholipide in die Zellmembranen integriert (Glatz und van der Vusse 1996). Die FABPs
haben besondere Bedeutung im Fettstoffwechsel der Zellen, sie unterstiitzen die Aufnahme freier
Fettsduren aus dem Extrazellularraum und deren Transport zu den Organellen (Schaap et al.
1999). Des Weiteren sind diese Proteine an der Regulation von Genexpressionen beteiligt. Sie
wirken als Liganden der peroxisome proliferator-activated receptors, die eine Schlusselrolle in
der Lipid-Homd@ostase einnehmen (Wolfrum et al. 2001), oder sind am Wachstum und an der
Differenzierung der Zelle beteiligt. Zudem wirken FABPs zytoprotektiv, insbesondere wahrend
akuter ischamischer Ereignisse (Glatz und van der Vusse 1996).

Zurzeit sind neun verschiedene FABP-Typen bekannt, die nach dem Gewebe bezeichnet sind, in
dem sie zundchst identifiziert wurden. Spater fand man die meisten jedoch in verschiedenen
Geweben (Veerkamp und Zimmerman 2001). Vier dieser Typen treten im Nervengewebe auf,
jedoch in verschiedenen Regionen und in unterschiedlichen Entwicklungsstadien des
Nervensystems (Owada et al. 1996). Der Myelin-Typ tritt in peripheren Myelinscheiden auf
(Veerkamp und Zimmerman 2001), im zentralen Nervensystem sind heart-type, epidermal-type
und brain-type vorzufinden. Die letzten beiden werden vorwiegend in der Pra- und
Perinatalperiode exprimiert.

Das H-FABP ist innerhalb des zentralen Nervensystems neuronenspezifisch und tritt nach der
Geburt in den Nervenzellen der grauen Substanz auf (Owada et al. 1996), zusatzlich aber auch in
anderen Organen und Geweben wie Niere, Skelettmuskulatur, Aorta, Lunge, Mammae, Plazenta,
Hoden, Ovarien, Nebennieren und Abdomen (Veerkamp und Zimmerman 2001).

Die Serumkonzentration des H-FABP liegt entsprechend mehreren Studien unter 6ug/l (Pagani
et al. 2002; Pelsers et al. 1999). Der Serumspiegel unterliegt jedoch einer Vielzahl
physiologischer und pathologischer Einflussfaktoren, im Speziellen einer zirkadianen Rhythmik,
dem Alter oder dem Geschlecht. Da das Protein renal abgebaut wird, hat auch eine
eingeschrankte Nierenfunktion Einfluss auf die Konzentration des H-FABP im Blut (Pelsers et
al. 1999).

In hoher Konzentration kommt das H-FABP insbesondere in den Kardiomyozyten vor. Es wird
bei ischamischen Ereignissen bereits nach 60 Minuten ausgeschittet. Die Serumkonzentration
erreicht ihr Maximum nach vier bis sechs Stunden und fallt dann rasch ab. Das Protein zeichnet
sich insbesondere als Biomarker in der friihen Diagnostik eines Myokardinfarktes aus (McCann
et al. 2008). Die eingeschrankte Sensitivitdt und Spezifitdt ermdglicht es jedoch nicht, einen

akuten Myokardinfarkt auszuschlieBen oder zu bestatigen (Mad et al. 2007). Bei Patienten, die
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ein akutes Koronarsyndrom erlitten haben, hat der Biomarker auch prognostische Bedeutung fur
das Mortalitatsrisiko oder das Auftreten eines Reinfarkts (Kilcullen et al. 2007; Viswanathan et
al. 2010).

122 GDF-15

Growth differentiation factor-15 (GDF-15) ist ein entferntes Mitglied der transforming-growth-
factor-p-Superfamilie (Bootcov et al. 1997). In der Literatur wurde das Protein in der
Vergangenheit auch als macrophage inhibitory cytokine-1 bezeichnet (Xu et al. 2006). GDF-15
wird zunéchst als Propeptid gebildet. Nach der Abspaltung des N-terminalen Endes verbleibt ein
aktives Dimer mit einer molekularen Masse von 30kDa (Bootcov et al. 1997). GDF-15 wird
unter physiologischen Bedingungen hauptsachlich in Makrophagen und in Epithelzellen vieler
exokriner Driisen, wie Leber, Prostata, Mammae, Speicheldriisen, aber auch in der Plazenta, in
den Atemwegen oder dem intestinalen Epithel exprimiert (Bo6ttner et al. 1999; Hsiao et al. 2000).
In vielen Gewebetypen kommt es zudem zu einem massiven Anstieg der Konzentration dieses
Proteins bei Verletzungen, Hypoxie oder arteriosklerotischen Lé&sionen (Hsiao et al. 2000;
Schlittenhardt et al. 2004; Schober et al. 2001). Diese Gewebeschadigung fihrt zur Aktivierung
der Makrophagen, die im Ruhezustand kein GDF-15 exprimieren. Unter dem Einfluss
proinflammatorischer Mediatoren wie Tumornekrosefaktor-a. (TNF-o), macrophage colony-
stimulating factor und Interleukin 1 wird die Produktion dieses Proteins gesteigert, aber nicht
durch Interferon-y oder Lipopolysaccharide (LPS). Da GDF-15 die durch LPS induzierte
Produktion von TNF-a durch die Makrophagen hemmt wird angenommen, dass es sich um ein
autokrines Regulatorprotein handelt, das die Makrophagenaktivitat hemmt (Bootcov et al. 1997).
Ein Anstieg der Expression des GDF-15 wurde ebenfalls in Makrophagen beobachtet, die in
arteriosklerotischen Plaques lokalisiert sind (Schlittenhardt et al. 2004).

Im Gehirn steigt die Konzentration des Proteins nach Verletzungen des Kortex sprunghaft an
(Schober et al. 2001). Ebenfalls wurde ein Anstieg der GDF-15-Konzentration in hypoxischen
Hirnarealen bei Patienten mit Glioblastom festgestellt (Albertoni et al. 2002). Das Protein
scheint einen antiinflammatorischen Effekt bei Lasionen des zentralen Nervensystems zu haben,
hat aber vermutlich keinen Einfluss auf die GroRe des Infarktareals (Schindowski et al. 2011;
Schober et al. 2001).

In den letzten Jahren fand das GDF-15 groRes Interesse als Biomarker in der Kardiologie. Im
Tiermodell konnte das Protein in gesunden Herzen nicht nachgewiesen werden. Jedoch zeigte

sich ein Anstieg der Expression unter Bedingungen, die eine dilatative und hypertrophe
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Kardiomyopathie begunstigen. Es scheint in diesem Zusammenhang einen Schutzmechanismus
darzustellen, der der Hypertrophie oder einem Verlust an Ventrikelleistung entgegenwirkt (Xu et
al. 2006). Ebenfalls erhohte Werte wurden in Bereichen nachgewiesen, die durch
Myokardinfarkte geschadigt waren. Dies deutet darauf hin, dass das GDF-15 auch eine
protektive Funktion fir Myokardgewebe hat, das nach einer Ischdmiephase wieder reperfundiert
wird (Kempf et al. 2006).

Der Marker hat auch prognostische Wertigkeit fir das Langzeitergebnis der Patienten nach
kardiovaskularen Erkrankungen. Er ist ein unabhangiger pradiktiver Faktor, der das
Letalitatsrisiko bei chronisch systolischer Herzinsuffizienz beschreibt (Anand et al. 2010; Kempf
et al. 2007). Aber auch bei Herzinsuffizienz, die nicht mit einer Einschrankung der
Ejektionsfraktion einhergeht, ist der Marker erhéht (Stahrenberg et al. 2010 a). Ferner kann das
GDF-15 herangezogen werden, um bei Patienten, die ein akutes Koronarsyndrom erlitten haben,
das Letalitétsrisiko oder das Risiko flr einen Remyokardinfarkt zu quantifizieren (Eggers et al.
2010; Wollert et al. 2007). Auch bei Patienten, die eine akute Lungenembolie erlitten haben, ist
dieser Marker im Serum erhoht und stellt einen Prédiktor fiir das Auftreten Embolie-assoziierter
Komplikationen dar, im Speziellen der Tod des Patienten, Katecholaminpflichtigkeit,
endotracheale Intubation oder kardiopulmonale Reanimation (Lankeit et al. 2008).

In der Women'’s Health Study wurde die pradiktive Wertigkeit der GDF-15-Serumkonzentration
auch bei gesunden Frauen nachgewiesen. Es zeigte sich, dass das Molekil eine unabhangige
Vorhersage darlber erlaubt, ob gesunde Frauen innerhalb des Beobachtungszeitraums von vier
Jahren einen Myokardinfarkt oder einen kardioembolischen Apoplex erleiden oder an einer
kardiovaskularen Ursache versterben (Brown et al. 2002).

Aus neurologischem Blickwinkel stellt GDF-15 einen prognostischen Marker bei Patienten mit
ischamischem Schlaganfall dar. Der Marker ist bei Patienten nach Schlaganfall erhoht.
Menschen, bei denen gemessen an der National Institute of Health Stroke Scale (NIH-SS) oder
der Modified Rankin Scale (MRS) 90 Tage nach dem Ereignis eine starkere funktionelle
Einschrankung bestand, haben kurz nach Symptombeginn hohere Serumkonzentrationen des
GDF-15 (Groschel et al. 2012; Worthmann et al. 2011).

Bisher wurde allerdings nicht untersucht, ob die Serumkonzentration des growth differentiation
factor-15 eine sichere Vorhersage Uber die Mortalitdt nach Apoplex oder das Auftreten eines

BKEs erlaubt, was wiederrum eine Veranderung der praventiven Versorgung bedingen wiirde.
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1.2.3 hsTropT

Das Troponin T ist Teil des kontraktilen Apparates innerhalb der quergestreiften Muskulatur und
des Herzes. Es bildet gemeinsam mit zwei anderen Proteinen den Troponinkomplex. Wird der
Muskel durch ein Aktionspotential zur Kontraktion angeregt, geschieht dies durch die Erhéhung
der intrazellularen Kalziumkonzentration. Das Kalzium wird an das Troponin C gebunden. Dies
fihrt zur Konformationsdnderung im Troponin | und Troponin T. Folge ist eine leichte
Verschiebung der Position des Tropomyosins. Dies gibt die Bindungsstellen fiir die
Myosinkdpfchen am Aktin frei und ermdglicht so die Kontraktion des Muskels (Daubert und
Jeremias 2010). Obwohl seine Funktion in der quergestreiften Muskulatur und im Herz die
gleiche ist, ist der Aufbau des kardialen Troponin T (cTnT) einzigartig, sodass es sich gut als
organspezifischer Biomarker eignet. Seine Konzentration im Serum steigt drei bis vier Stunden
nach einem akuten Myokardinfarkt an und bleibt fr circa 14 Tage erhoht (Katus et al. 1989).
GemaR neueren Forschungsergebnissen stellt eine akute Ischdmie jedoch nicht die einzige
Ursache dar, die zur Freisetzung des kardialen Troponin T fuhrt. Auch Herzinsuffizienz fihrt zu
einem Anstieg der Serumkonzentration. Selbst geringste Mengen, die nur mit Hilfe eines hoch
sensitiven Assays ermittelbar sind (high-sensitive troponin T [hsTropT]), erlauben einen
Rickschluss auf die Schwere der Erkrankung und die Langzeitprognose bei Patienten mit
chronisch stabiler Herzinsuffizienz (Latini et al. 2007). Auch bei Patienten, die an einer
dilatativen oder sekundaren Kardiomyopathie leiden, stellt das cTnT einen prognostischen
Marker fir die kurzfristige Entwicklung des Patienten dar (Sato et al. 1997). CTnT ist ein
Protein, das renal eliminiert wird, und hat daher ebenfalls Bedeutung flr die Langzeitprognose
eines dialysepflichtigen Patienten. Eine angestiegene Serumkonzentration erhoht das
Letalitatsrisiko, aber auch das Risiko einer anderen kardiovaskuldren Erkrankung wie
Linksherzinsuffizienz, Herzinfarkt oder instabile Angina pectoris (deFilippi et al. 2003; Dierkes
et al. 2000; lliou et al. 2003). Auch eine Lungenembolie oder das Auftreten einer Myokarditis
kann zur Freisetzung des cTnT aus den Kardiomyozyten fiihren (Lauer et al. 1997; Swaanenburg
et al. 1998).

Ebenfalls erhoht ist die Serumkonzentration des kardialen Troponin T bei Patienten, die einen
akuten ischamischen Schlaganfall erlitten haben (Ay et al. 2002; Jensen et al. 2007 b; Song et al.
2008). Der Zusammenhang zwischen der zerebralen Schadigung und dem Troponinanstieg ist
sehr komplex und bis jetzt nicht im Detail erforscht. Mogliche Ursache der cTnT-Freisetzung ist
eine zuvor bestehende kardiale Erkrankung; aber auch eine Herzschadigung verbunden mit

Arrhythmien oder Myozytolyse als Folgeerkrankung des Schlaganfalls ist denkbar (Kerr et al.
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2009). Der Troponinspiegel im Serum des Patienten wéhrend oder kurz nach dem Schlaganfall
wird beeinflusst durch die Lokalisation des infarzierten Areals. Insbesondere Ischamien im
Bereich der Inselrinde ziehen, mdglicherweise durch eine Aktivierung des sympathoadrenalen
Systems, einen verstirkten Anstieg des ¢TnT nach sich. Auch die Atiologie des Apoplex hat
Auswirkungen, so werden hohe Serumspiegel vornehmlich bei kardioembolischen
Schlaganféllen gemessen (Song et al. 2008).

Die klinische Bedeutung einer cTnT-Erhohung ist nicht gesichert. In einigen Studien wird ein
Zusammenhang mit einem gesteigerten Letalitatsrisiko des Patienten beschrieben, wobei die
genaue Todesursache unberiicksichtigt bleibt (James et al. 2000; Jensen et al. 2007 b). Erhéhte
Serumkonzentrationen des Proteins lassen auf eine schlechtere Langzeitentwicklung der
entstandenen neurologischen Defizite schliefen (Fure et al. 2006; Song et al. 2008). Diese
Zusammenhange sind jedoch keineswegs gesichert. Etgen et al. verdffentlichten 2005 eine
Studie, in der kein Zusammenhang zwischen der erhdhten cTnT-Konzentration im Serum und
der klinischen Prognose des Patienten festgestellt werden konnte (Etgen et al. 2005).

Kerr et al. flhrten 2009 einen Review durch, in das neun Studien einbezogen wurden, die die
Prévalenz erhdhter Troponin-Serumspiegel untersuchten. Der Anteil der Patienten, die einen
Anstieg aufwiesen, variierte zwischen 0% (Ay et al. 2002) und Uber 32% der untersuchten
Personen (Apak et al. 2005). Zu erwarten ist ein Anstieg dieser Zahlen durch den von uns
verwendeten hoch sensitiven Assay. Durch den Einsatz dieses Testverfahrens koénnen

Serumkonzentrationen bis zu 0,005ng/ml detektiert werden (Saenger et al. 2011).

1.2.4 Natriuretische Peptide

Die natriuretischen Peptide werden in vier Typen unterteilt: atrial natriuretic peptide (ANP),
brain natriuretic peptide (BNP), C-type natriuretic peptide und dendroaspis-type natriuretic
peptide (Woodard und Rosado 2008). Untersuchungsgegenstand dieser Arbeit sind jedoch nur
das Propeptid des ANP, das proANP sowie das aminoterminale Fragment des Propeptids
proBNP, das NTproBNP.

1.2.4.1 Entstehung und Sezernierung

Das BNP stammt aus den Kardiomyozyten der Herzkammern. Stimuliert durch eine
langanhaltende Dehnung des Ventrikelmyokards infolge einer Volumenbelastung, wird die
Expression des Vorldufermolekils préproBNP in den Herzmuskelzellen gesteigert. Dieses 134

Aminosauren umfassende Propeptid wird gespalten in ein Signalpeptid und in das proBNP (108
Seite | 14



Einleitung

Aminosauren), welches dann in die Blutbahn sezerniert und dort in das aktive Hormon BNP und
das aminoterminale-pro-brain-natriuretic-peptide (NTproBNP) gespalten wird. Da die
Halbwertzeit des BNP mit 20 Minuten relativ kurz ist, wird in dieser Studie das sehr viel
stabilere und aquimolar sezernierte NTproBNP untersucht (Levin et al. 1998; Suttner und Boldt
2004).

Das ANP wird, stimuliert durch eine Dehnung der Kardiomyozyten, aus der Muskulatur der
Herzvorhofe sezerniert. Es wird primér im atrialen Myokard produziert und als Prohormon in
Granula gespeichert. Durch Endoproteasen wird es nach Einwirkung des entsprechenden
Stimulus gespalten und in seiner aktiven Form, dem o-ANP, in die Blutbahn abgegeben. Die
Halbwertzeit des aktiven Hormons betrdgt ein bis funf Minuten. In &quimolarer Menge wird der
N-Terminale Abschnitt, das proANP, in die Blutbahn sezerniert. Ahnlich dem NTproBNP, hat
auch dieses Molekil eine deutlich langere Halbwertzeit als das aktive Hormon, sodass es sich
besser fir die Untersuchung eignet (Levin et al. 1998; Suttner und Boldt 2004).

1.2.4.2 Funktion und Elimination

Die wesentliche Funktion des ANP und des BNP liegt in der Aufrechterhaltung des
kardiovaskularen Gleichgewichts. lhre Wirkung entfalten die Hormone (ber die Bindung an
einen membranstandigen Rezeptor, der Uber eine Erhéhung des cGMP-Spiegels wirkt. Diese
Rezeptoren befinden sich primér in den glatten Muskelzellen der BlutgefdBe und an den
Tubulusepithelzellen der Niere. In der Niere fiihrt eine Hemmung der Na'/K*-ATPase zu einer
vermehrten Natriumausscheidung und damit verbunden zu einer gesteigerten Diurese (Suttner
und Boldt 2004). Des Weiteren bewirken die natriuretischen Peptide einen Anstieg der
glomerul&ren Filtrationsrate (Marin-Grez et al. 1986). An der glatten Muskulatur der BlutgefaRe
bewirken ANP und BNP eine Relaxation und in der Folge eine Vasodilatation mit
Blutdrucksenkung. Ferner hemmen die Hormone die Freisetzung von antidiuretischem Hormon,
Renin und Aldosteron sowie von Adrenalin (Levin et al. 1998; Stein und Levin 1998; Suttner
und Boldt 2004).

Die Elimination der natriuretischen Peptide aus dem Kreislauf erfolgt primér durch die
Aufnahme in den Intrazellularraum durch C-Typ-Rezeptoren. Hier werden die Hormone durch
Endopeptidasen abgebaut; ein VVorgang, der ebenfalls hauptséchlich in der Niere und der glatten
Gefalmuskulatur stattfindet. Zusétzlich ist auch die renale Ausscheidung von Bedeutung
(Suttner und Boldt 2004).
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1.2.4.3 Natriuretische Peptide in Klinik und Wissenschaft

Gewicht erlangten die natriuretischen Peptide zunéchst primar in der klinischen Forschung und
in der Patientenbehandlung der Kardiologie. lhre Konzentration im Serum ist bei mehreren
kardialen Erkrankungen, die mit linksventrikuléren Funktionsstérungen einhergehen, erhéht; im
Speziellen die kongestive Herzinsuffizienz, Hypertonus aber auch das akute Koronarsyndrom.
Hierbei scheint das BNP (beziehungsweise das NTproBNP) sensitiver und spezifischer zu sein,
als das ANP (Mark und Felker, 2004). Gemé&R den Leitlinien der European Society of
Cardiology wird die Bestimmung der Serumkonzentration des NTproBNP zur Diagnostik akuter
und chronischer Herzinsuffizienz empfohlen (Dickstein et al. 2008). Der Biomarker gilt als
probates Mittel, um die Differentialdiagnose ,,Herzinsuffizienz* bei Patienten, die an Dyspnoe
leiden, zu stellen (Maisel et al. 2002; Mueller et al. 2004). Ferner kann mit Hilfe der
Serumkonzentration auf die Prognose des Patienten bei Herzinsuffizienz oder Herzinfarkt
hinsichtlich der Mortalitat geschlossen werden (Berger et al. 2002; de Lemos et al. 2001; Luers
et al. 2010; Richards et al. 2003).

Obwohl die natriuretischen Peptide primdr im Fokus der kardiologischen Diagnostik und
Therapie stehen, wurde auch eine Erhéhung der Serumkonzentration sowohl des ANP und des
BNP als auch der entsprechenden Prohormone bei Patienten mit einem ischdmischem
Schlaganfall beschrieben (Estrada et al. 1994; Jensen et al. 2009).

Der Serumspiegel des proANP stellt einen unabhéngigen Prognosefaktor bei Patienten mit
erstmalig aufgetretenem Schlaganfall dar und erlaubt, das Mortalitatsrisiko einzuschatzen
(Makikallio et al. 2005). ANP wurde ebenfalls in Neuronen und Astrozyten des Kortex und der
weilen Substanz nachgewiesen. Es scheint einen Einfluss auf die Regulation der Blutversorgung
in infarzierten Arealen zu haben (Katan et al. 2010; Nogami et al. 2001).

Deutlich umfassender wurde die Bedeutung einer Konzentrationserhohung des BNP und des
NTproBNP im Serum von Schlaganfallpatienten untersucht. In mehreren Studien wurde der
Zusammenhang zwischen einem Anstieg des Hormonspiegels und steigender Mortalitat, sowohl
in kurzen Nachuntersuchungsperioden als auch mehrere Jahre nach dem Schlaganfall,
nachgewiesen (Jensen et al. 2006; Jensen et al. 2009; Sharma et al. 2006). Ferner zeigten Yip et
al. in einer Kohorte aus 86 Patienten, dass ein erhohter NTproBNP Spiegel (>150pg/ml) einen
starken unabh&ngigen Pradiktor fur einen ungunstigen klinischen Verlauf darstellt, im Speziellen
das Auftreten eines Reapoplexes, eines Myokardinfarkts, einer Herzinsuffizienz im Stadium
NYHA 3 oder das Versterben des Patienten (Yip et al. 2006). Etgen et al. konnten jedoch in

einer groReren Kohorte, die aus 174 Patienten bestand, keinen Zusammenhang zwischen der
Seite | 16



Einleitung

Serumkonzentration des NTproBNP, und der klinischen Entwicklung des Patienten in einem

Intervall von drei Monaten nach dem Schlaganfall nachweisen (Etgen et al. 2005).
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2 Material und Methoden

2.1 Studiendesign

Die Daten zur Erstellung dieser Arbeit wurden im Rahmen der Find-AF-Studie (ISRCTN
46104198) erhoben. Bei dieser Studie handelt es sich um eine prospektiv longitudinale
Beobachtungsstudie, die monozentrisch an der Universitatsmedizin Gottingen durchgefiihrt
wurde.

Zwischen Mérz 2009 und Februar 2010 wurden die Patienten, die einen akuten ischdmischen
Schlaganfall oder eine transitorische ischdmische Attacke erlitten hatten, konsekutiv in die
Studie eingeschlossen. Der Krankheitsverlauf wurde nach 90 Tagen durch eine telefonische
Kontrolle aller Patienten sowie durch eine klinische Untersuchung nach einem Jahr tberprft.
Die erste Fragestellung war, ob die wahrend des Indexereignisses analysierten Biomarker als
Prognosefaktoren eine Vorhersage daruber erlauben, ob es bei den Patienten zu einem
bedeutenden kardiovaskuldren Ereignis, im Speziellen zu einem Reapoplex, einem akuten
Koronarsyndrom oder dem Tod kardiovaskularer Ursache kommt. Weiterhin wurde untersucht,
ob die beschriebenen Marker eine Risikoeinschatzung bezuglich der Gesamtmortalitit bei
Patienten mit stattgehabtem Schlaganfall zulassen. Die prognostische Aussagekraft der
Biomarker wurde im weiteren Verlauf verglichen mit den beiden klinischen Verfahren zur
Risikoprédiktion, dem ESRS und dem SPI-I1.

Beide Fragestellungen wurden in einem Zeitraum von einem Jahr nach dem Apoplex untersucht.
Das Votum der Ethikkommission der Universitat Gottingen lag vor Beginn der Untersuchungen
vor, sodass die Durchfiihrung genehmigt war (Antragsnummer: 23/11/08). Des Weiteren steht
die Find-AF-Studie im Einklang mit der Deklaration von Helsinki (World Medical Association
2011).

2.2 Patientenaufnahme
2.2.1 Patientenkollektiv
Zu Beginn wurden Patienten in die Studie aufgenommen, die sich in der Universitatsmedizin in
Gottingen mit einem Schlaganfall als fiihrender Verdachtsdiagnose vorstellten. Der Beginn der
Symptomatik  durfte nicht langer als 24 Stunden zuriickliegen. Mit Hilfe
computertomographischer beziehungsweise kernspintomographischer Befunde wurden solche

Patienten, die einen hdmorrhagischen Apoplex erlitten hatten, sofort ausgeschlossen.
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Die Patienten mussten entweder schriftlich in die Studie einwilligen oder, sofern dies nicht
maoglich war, sich durch einen Betreuer in der Zustimmung vertreten lassen. VVoraussetzung fir
die Teilnahme an der Studie war zudem die Vollendung des 18. Lebensjahres.

Die Rekrutierung aller Patienten wurde in Zusammenarbeit mit den Neurologen der Stroke Unit
durchgefuhrt.

Die Patienten, die durch eine zerebrale Ischdmie Symptome entwickelten, wurden gemaf ihrem
Herzrhythmus weiter unterteilt. Solche, die im Elektrokardiogramm (EKG) wéhrend der
Aufnahme durch ein Vorhofflimmern beziehungsweise Vorhofflattern auffielen, bilden die
Gruppe A. Patienten mit einem ischdmischen Insult, die nicht an Vorhofflimmern oder —flattern
litten, wurden in Gruppe B eingeordnet. Letztere sind die Patienten, die Gegenstand der
vorliegenden Prognosestudie sind.

2.2.2 Datenerhebung wahrend der Aufnahme

Dieses Kollektiv wurde im Weiteren einer intensivierten Diagnostik des Herzrhythmus in Form
eines Langzeit-EKGs (ber sieben Tage unterzogen. Als ein erstes, bereits publiziertes Ergebnis
dieser Analyse konnte gezeigt werden, dass dadurch bei 12,5 % der Patienten ein
intermittierendes VVorhofflimmern nachweisbar war (Stahrenberg et al. 2010 b).

Anhand des Anamnesegesprachs und der vorliegenden Patientenunterlagen wurden bekannte
Risikofaktoren und Begleiterkrankungen ermittelt. Im Speziellen handelt es sich um Alter,
GroRe, Gewicht und Geschlecht des Patienten. Ferner wurde festgestellt, ob der Patient Raucher
ist und ob eine der folgenden Erkrankungen vorliegt: Arterieller Hypertonus, Diabetes mellitus,
vorhergegangene Myokardinfarkte, Schlaganféalle oder transitorische ischdmische Attacken,
peripher-arterielle  Erkrankungen oder andere kardiovaskuldre Erkrankungen. Unter
Berlicksichtigung dieser erhobenen Daten ist es mdglich, eine Risikoeinschatzung hinsichtlich
des Eintretens eines BKEs oder des Todes unter Berechnung des SPI-II oder des ESRS
vorzunehmen. Um beide Verfahren anzuwenden, konnten nur Patienten berlcksichtigt werden,
die nicht an Vorhofflimmern oder -flattern erkrankt waren, sodass nur Patienten der Gruppe B
(ischamischer Insult ohne Vorhofflimmern oder —flattern) Gegenstand der Analyse sind.
Ebenfalls aus der Auswertung ausgeschlossen wurden Patienten, die ein Vorhofflimmern im
Beobachtungszeitraum (ein Jahr nach dem Schlaganfall) entwickelten oder im Sieben-Tage-
Langzeit-EKG Episoden des Vorhofflimmerns boten.

Des Weiteren erfolgte bei allen Patienten bis 24 Stunden nach Aufnahme eine

duplexsonographische Untersuchung der Arteriae carotides sowie eine transthorakale
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Echokardiographie innerhalb von 72 Stunden. AulRerdem wurde eine Medikamentenanamnese
erhoben und eine Routine-Labordiagnostik durchgefiihrt. Diese umfasst ein kleines Blutbild,
Gerinnungswerte, Elektrolyte, Fettstoffwechselparameter, Diabetesmarker, sowie TSH, CRP und
Kreatinin.

Wahrend des Aufenthaltes der Patienten in der Klinik wurde zweimalig der neurologische Status
erhoben. Die erste Erhebung wurde zum Zeitpunkt der Aufnahme, die zweite am dritten Tag der
Behandlung durchgefuhrt. Dies erfolgte unter standardisierten Bedingungen mit Hilfe der
National Institute of Health Stroke Scale und der Modified Rankin Scale durch Untersucher, die
fiir die Durchfuhrung dieser Untersuchungen extern zertifiziert wurden.

Die NIH-SS umfasst 15 Items und ermoglicht es, das Ergebnis einer neurologischen
Untersuchung genau zu quantifizieren. Sie wurde 1989 zunéchst entwickelt, um die Effizienz
verschiedener Behandlungsverfahren zu uberprifen (Appelros und Terent 2004; Brott et al.
1989). Nachdem in einer multizentrischen Studie die Anwendung des Verfahrens standardisiert
wurde, findet es zunehmend Bedeutung flr die neurologische Bewertung des Patienten bei
Aufnahme in die Klinik sowie fur die weitere Verlaufskontrolle (Lyden et al. 1994; Schlegel et
al. 2003).

Die MRS wurde 1957 entwickelt, um die Auswirkungen eines Schlaganfalls auf die
Unabhéngigkeit und Selbstandigkeit eines Patienten zu beschreiben (Kasner 2006). Eine
Weiterentwicklung erfolgte 1988. Der Test umfasst sieben kategoriale Variablen; die Null
bedeutet, dass keine Symptome vorliegen, die Sechs entspricht einem verstorbenen Patienten
(van Swieten et al. 1988).

2.2.3 Datenerhebung wahrend der Entlassung

Bis zur Entlassung des Patienten wurde die Atiologie des Schlaganfalls gemaR der TOAST-
Klassifikation bestimmt, darliber hinaus erfolgte eine Einordnung hinsichtlich der Kklinischen
Klassifikation in TIA, minor stroke und major stroke. Ein minor stroke ist definiert als ein
Schlaganfall, dessen Symptome sich in einem Zeitraum von 30 Tagen zuriickentwickelt haben
oder der nur zu einer Verschlechterung des NIH-SS von <3 Punkten geflhrt hat. Ein major
stroke ist eine zerebrale Ischamie, deren Symptome nach 30 Tagen persistieren und die zu einem
Anstieg des NIH-SS von >3 Punkten gefiihrt hat.

Des Weiteren wurden prognoserelevante Therapien, die im stationaren Verlauf Anwendung
fanden, erfasst. Dies beinhaltete neben der medikamentdsen Behandlung auch die Lysetherapie,
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operative Interventionen sowie intensivmedizinische Verfahren wie die Beatmung,
Katecholamingabe oder die Anlage einer Magensonde.

Um eine Basis zu schaffen, auf der ein Vergleich mit den klinischen Verfahren zur
Risikoprédiktion mdglich ist, wurde erfasst, ob bei den Patienten im Verlauf des stationdren
Aufenthalts ein Vorhofflimmern diagnostiziert wurde. Dies kann durch ein Langzeit-EKG, die
telemetrische Uberwachung auf der Stroke Unit, wahrend einer korperlichen Untersuchung
sowie durch ein Ruhe-EKG mdglich sein. Um die Nachuntersuchung zu erleichtern, wurde
zuletzt dokumentiert, ob der Patient mit einem implantierbaren Eventrecorder zur

kontinuierlichen Aufzeichnung des Herzrhythmus versorgt wurde.

2.2.4 Bestimmung der Biomarker

Im Rahmen der Aufnahmeuntersuchungen wurden bei den Patienten folgende studienrelevanten
Biomarker untersucht: hsTropT, NTproBNP, GDF-15, H-FABP und proANP.

Hierzu wurden den Patienten zum Aufnahmezeitpunkt, nach sechs Stunden und nach 24 Stunden
venose Blutproben entnommen. Zu jedem Zeitpunkt wurden jeweils ein 2,7-ml-Serum-, ein
Lithiumheparinat- und ein EDTA-Entnahmerdhrchen mit einer Blutprobe gefillt. In die
Auswertung flossen jedoch nur die Werte der ersten enthommenen Probe ein, analysiert in dem
mit EDTA antikoagulierten Blut. Das Untersuchungsmaterial wurde anschlie}end zehn Minuten
bei 3000 Umdrehungen/min und einer Temperatur von 6°C zentrifugiert. Das nach dem
Zentrifugieren Uberstehende Serum jeweils eines Entnahmerdhrchens wurde in drei gleich grofle

Teile aliquotiert. Die Lagerung der Proben erfolgte bis zur Analyse bei -80°C.

2.2.4.1 Bestimmung des hsTropT

Die Bestimmung der Serumkonzentration des hsTropT fiihrte die ,,Roche Diagnostics GmbH*
(Mannheim/Deutschland) durch. Verwendet wurde das ,,Troponin T hs STAT Assay* auf einem
»Elecsys® Analysegerdt. Es handelt sich um ein Testverfahren, das nach dem Prinzip des
Immunassays aufgebaut ist. Verwendet werden zwei monoklonale Antikorper, die an zwei
verschiedene Epitope des kardialen Troponin T binden. Zunéachst werden 50ul der Probe mit
einem biotinylierten monoklonalen Antikorper und mit einem Antikorper, der mit einem
Rutheniumkomplex verbunden ist, inkubiert. Es bilden sich Sandwichkomplexe. Anschlieend
werden Mikropartikel hinzugegeben, die mit Streptavidin Uberzogen sind. Aufgrund der
Interaktion zwischen Streptavidin und Biotin wird der Komplex an die feste Phase gebunden.
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Nach Uberfithrung in die Messzelle werden die Mikropartikel magnetisch an die Oberflache der
Elektrode gebunden. Nicht gebundene Substanzen werden entfernt. Durch das Anlegen einer
elektrischen Spannung an der Elektrode emittiert auf Grund von Chemilumineszenz Licht, das
mit einem Photoelektronenvervielfacher zu messen ist. Mit Hilfe einer Eichkurve werden daraus
die Messergebnisse ermittelt.

Das limit of blank dieses Testverfahrens liegt bei 3ng/l. Dies beschreibt die héchste scheinbare
Konzentration, die man in einer Lehrprobe ohne Troponin T finden wirde. Das limit of detection
definiert die niedrigste Konzentration, die sicher vom limit of blank abgegrenzt werden kann. Es
betragt bei diesem Testverfahren 5ng/l. Das limit of quantitation, ab dem zuséatzlich quantitative

Aussagen zur Konzentration moglich sind, liegt bei 13ng/l (Saenger et al. 2011).

2.2.4.2 Bestimmung des H-FABP

Zur Bestimmung des H-FABP kam das Testverfahren ,HK402* der Firma ,,Hycult Biotech*
(Uden/Niederlande) zum Einsatz. Hierbei handelt es sich um einen auf dem Sandwichprinzip
basierenden enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). 50ul der Serumprobe werden auf die
an einer Mikrotiterplatte gebundenen Antikérper gegeben, die gegen ein Epitop des H-FABP
gerichtet sind. Gemeinsam mit einem anderen Antikdrper gegen ein weiteres Epitop, an den eine
Peroxidase gebunden ist, erfolgt eine Inkubation von einer Stunde. Wéhrend dieser Zeit setzen
die an der Platte gebundenen Antikorper das H-FABP fest. Die mit dem Enzym kombinierten
Antikdrper binden wiederum an das H-FABP. Nach mehrmaligem Waschen lasst man das
Enzym das Substrat Tetramethylbenzidin umsetzen. Diese Reaktion wird mit Oxalsaure
gestoppt. Photometrisch wird anschlielend die Absorption bei 450nm gemessen. Der

quantitative Nachweis wird dann mit Hilfe einer Kalibrierungskurve gefiihrt.

2.2.4.3 Bestimmung des GDF-15

Die Messung der GDF-15-Konzentrationen der entnommenen Proben wurde mit einem Assay
der Firma ,,Roche Diagnostics GmbH* (Mannheim/Deutschland) vorgenommen und folgt dem
gleichen Messprinzip, wie es schon fiir das Troponin T angewendet wurde. Mit Hilfe zweier
monoklonaler Antikdrper wird nach dem Verfahren des Sandwich-Immunassay vorgegangen.
Nachdem die Antikorper an zwei verschiedene Epitope gebunden haben, erfolgt die genaue

Quantifizierung der GDF-15-Konzentration nach dem Elektrochemilumineszenz-Verfahren.
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2.2.4.4 Bestimmung des NTproBNP

Ebenfalls nach dem Prinzip des Elektrochemilumineszenz-Immunassays erfolgt die Bestimmung
der NTproBNP-Konzentration mit dem ,,Elecsys® Test-Verfahren der Firma ,,Roche Diagnostics
GmbH* (Mannheim/Deutschland). Zundchst wird die Probe mit zwei monoklonalen Antikdrpern
inkubiert, die sich gegen verschiedene Epitope des NTproBNP richten, bis Sandwichkomplexe
entstanden sind. Einer der Antikdrper ist biotinyliert, der andere ist an einen Rutheniumkomplex
gebunden. In einer zweiten Inkubationsphase werden mit Streptavidin iberzogene Mikropartikel
zugefiihrt. Aufgrund der Interaktion des Streptavidins mit dem Biotin bindet der
Sandwichkomplex an die feste Phase. Das Analysat wird in eine Messzelle ibertragen, in der die
Partikel magnetisch gebunden werden. Nach der Entfernung freier Partikel und dem Anlegen
einer Spannung werden die durch Chemilumineszenz entstandenen Emissionen in einem

Photomultiplier gemessen und anhand einer Eichkurve ausgewertet.

2.2.4.5 Bestimmung des proANP

Zur Bestimmung der Konzentration des proANP im Serum wurde der ,,poroANP (1-98) enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) 96t der Firma ,,Biomedica Medizinprodukte* (Wien,
Osterreich) eingesetzt, ein auf dem Prinzip des Sandwich ELISA beruhendes Verfahren.
Zunachst werden 10l der Probe in einen Mikrotiterstreifen, der bereits mit einem Antikorper
gegen das proANP beschichtet ist, Uberfuhrt. AnschlieBend wird der Detektionsantikorper
hinzugegeben, der mit Biotin verbunden ist. Nach einer Waschung, durch die alle unspezifisch
gebundenen Materialien entfernt werden, wird das Konjugat, eine Streptavidin-Peroxidase,
hinzugegeben. Nach erneuter Spilung wird dem Gemisch das Substrat Tetramethylbenzidin
zugesetzt und anschlielend bei Raumtemperatur fir 30 Minuten inkubiert. Die
enzymkatalysierte Reaktion wird durch eine Stoppldsung beendet und die Konzentration des

proANP durch die Messung der Exstinktion bei 450nm photometrisch ermittelt.

2.3 Das 90-Tage-Telefon-Follow-up

90 Tage nach dem akuten Schlaganfall erfolgte eine telefonische Befragung aller Patienten Uber
ihren Gesundheitszustand. Diese wurde, wenn mdoglich, mit dem Patienten selbst durchgefihrt,
anderenfalls mit einem Angehdrigen oder dem Hausarzt. Erfasst wurden klinisch relevante
Endpunkte der Studie, die sich nach dem Indexereignis zugetragen haben. Zu diesen gehoért das
erneute Auftreten eines Schlaganfalls, differenziert in einen ischdmischen Apoplex, eine TIA

oder einen hamorrhagischen Insult. Systematisch erfragt wurden diese Ereignisse durch den
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Questionnaire for Verifying Stroke-free Status (QVSS). Mit diesem Verfahren ist es mdglich,

durch das gezielte Abfragen von acht verschiedenen Symptomen oder Diagnosen einen erneuten
Insult sicher auszuschlieBen (Tab. 2) (Meschia et al. 2000).

Questionnaire for Verifying Stroke-free Status (QVSS)

Hat Ihnen jemals ein Arzt gesagt, dass Sie einen weiteren Schlaganfall hatten?

Hat Ihnen jemals ein Arzt gesagt, dass Sie eine TIA, einen ,,kleinen Schlaganfall® oder

eine transitorische ischamische Attacke hatten?

Hatten Sie jemals plotzliche neue schmerzlose Schwéche auf einer Seite Ihres

Korpers?

Hatten Sie jemals ein plotzliches einseitiges Taubheitsgefuhl oder ein Gefuhl, als ob

eine Halfte Ihres Korpers wie abgestorben sei?

Hatten Sie jemals einen plotzlichen schmerzlosen Verlust der Sehfahigkeit eines oder

beider Augen?

Konnten Sie jemals pl6tzlich nur noch die Halfte sehen?

Haben Sie jemals pl6tzlich die Féhigkeit verloren zu verstehen, was andere Menschen

sagen?

Haben Sie jemals plétzlich die Féahigkeit verloren, sich in verbaler oder schriftlicher

Form auszudriicken?

Tab. 2: Kriterien zum anamnestischen Ausschluss eines Schlaganfalls durch den
Questionnaire for Verifying Stroke-free Status (Meschia et al. 2000, S.1077)

Des Weiteren wurden arterielle Revaskularisationen erfasst, gegliedert in zerebrovaskuldre und

periphere Revaskularisationen sowie perkutane Koronarinterventionen und arteriokoronare

Bypassoperationen. Hospitalisierungen wegen Herzinsuffizienz sowie der Tod, kardiovaskularer

und nicht kardiovaskularer Ursache, waren genauso Endpunkte der Studie wie eine schwere

Blutung gemé&lR der Klassifikation der Europdischen Arzneimittel-Agentur. Diese umfasst

Blutungen, die zu einem Abfall des Hdmoglobins von mehr als 20g/I fiihren, einer Transfusion

mit mindestens zwei Einheiten Vollblut oder einer chirurgischen Intervention bedirfen,

intrakranial oder retroperitoneal einbluten oder zum Tod des Patienten fiihren (CPMP 2000).
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Fur jeden dieser Endpunkte wurden vom Hausarzt oder der behandelnden Klinik Kopien der
Entlassungsbriefe angefordert, um die Korrektheit der gemachten Angaben zu verifizieren und
gegebenenfalls zu erganzen.

Ferner wurde, sofern bekannt, der aktuelle Herzrhythmus des Patienten erfragt und
Veranderungen mit Hilfe der arztlichen Dokumentation tberpruft.

Die Entwicklung des Patienten seit dem Schlaganfall hinsichtlich der neurologischen Funktionen
wurde, wie auch schon bei der Aufnahme des Patienten, nach den Kriterien der Modified Rankin

Scale bestimmt. Im Anschluss erfolgte erneut eine exakte Medikamentenanamnese.

2.4 Das 1-Jahres-Follow-up

Ein Jahr nach dem Schlaganfall wurden alle Patienten zu einer klinischen Visite in die
Universitatsmedizin in Gottingen eingeladen. Patienten, die aus persénlichen Grinden nicht in
der Studienambulanz erscheinen konnten, wurden entweder zu Hause besucht oder es wurde eine
reduzierte Form der Nachuntersuchung telefonisch durchgefiihrt.

Im Anamnesegespréch erfolgte, genau wie schon in der telefonischen Befragung nach 90 Tagen,
die systematische Erfassung der gleichen Kklinischen Endpunkte (Schlaganfall, akutes
Koronarsyndrom, arterielle Revaskularisation, schwere Blutung gemaR Klassifikation der
Européischen Arzneimittel-Agentur, Hospitalisierung wegen Herzinsuffizienz oder einer anderen
Ursache sowie das Eintreten des Todes). Des Weiteren wurde erfragt, ob im
Nachbeobachtungszeitraum seit dem initialen Schlaganfall ein VVorhofflimmern auftrat und ob es
gegebenenfalls aktuell besteht. Eine Bestimmung der neurologischen Entwicklung des Patienten
hinsichtlich seiner Unabh&ngigkeit im Alltag erfolgte mit Hilfe der Modified Rankin Scale.
Ferner wurde erneut eine Medikamentenanamnese durchgefuhrt.

Die bis hier beschriebenen Daten wurden bei allen Studienpatienten erhoben. In einer
personlichen Visite untersuchte Patienten erhielten zudem einige weitere Analysen. Hierzu zahlt
eine elektrokardiographische Untersuchung in Ruhe mit einem speziellen Fokus auf das
Vorliegen eines Vorhofflimmerns, supraventrikuldrer Extrasystolen oder von Blockbildern im
Reizleitungssystem. Des Weiteren wurde bei diesen Patienten eine Blutprobe zur erneuten
Bestimmung der neuen kardialen Biomarker entnommen. Zur standardisierten Beschreibung
zentralneurologischer Ausfallerscheinungen diente die National Institute of Health Stroke Skale,
die auch schon bei der Aufnahme der Patienten in die Studie erhoben wurde. Diese
Untersuchung ermdglicht mit ihren 15 Items einen exakten Vergleich zwischen der Situation bei
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Aufnahme und der nach einem Jahr. Letztlich wurden in der korperlichen Untersuchung noch die

Parameter Blutdruck, Herzfrequenz, Gewicht und KdrpergroRe gemessen.

2.5 Statistische Verfahren

In dieser Studie wurde die pradiktive Bedeutung der Serumkonzentrationen der einzelnen
Biomarker fir das Eintreten des Todes sowie fur das Auftreten eines kombinierten
kardiovaskularen Endpunkts untersucht. Unter diesem werden der ischdmische Schlaganfall, das
akute Koronarsyndrom und der Tod kardiovaskuldrer Ursache summiert. Diese Endpunkte
erfassen zu grofRen Teilen einen gemeinsamen pathologischen Prozess. Das Verwenden eines
zusammengesetzten Endpunktes erhéht durch eine hohere Zahl von Ereignissen die statistische
Aussagekraft der Analyse. Aufgrund einer stark schiefen Verteilung wurden die Werte der
Marker zundchst logarithmiert, bevor sie in den statistischen Verfahren verwendet wurden.
Nominal und ordinal skalierte Werte wurden als absolute Zahlen oder in Prozenten angegeben.
Fortlaufende Messungen hingegen wurden als arithmetischer Mittelwert + Standardabweichung
beschrieben.

Fur die Auswahl des optimalen Signifikanztests mussten die Messniveaus und die Verteilung der
Zielvariablen sowie die Zahl der zu analysierenden Stichproben beriicksichtigt werden.
AuRerdem war die Frage zu kléaren, ob zwischen den Stichproben eine Abh&ngigkeit besteht
(Bender et al. 2007 a). Nach Berticksichtigung dieser Parameter erfolgte der Vergleich
verschiedener Gruppen hinsichtlich stetiger Variablen durch den T-Test, beziehungsweise durch
den Mann-Whitney-U-Test. Mit Hilfe des y*-Tests und des Cochran-Armitage-Trend-Tests
wurden Proportionen miteinander verglichen.

Das Eintreten eines der beschriebenen Endpunkte wurde graphisch in Form einer Kaplan-Meier-
Uberlebenskurve dargestellt. Dies ist die haufigste in der klinischen Forschung angewandte
Methode zur Visualisierung entsprechender Ergebnisse und veranschaulicht den Prozentsatz an
Patienten, bei denen nach einer gewissen Zeit ein Endpunkt eingetreten ist. Sie ermdglicht so,
Aussagen (ber die zeitabhéngige Wahrscheinlichkeit des Eintretens eines Endpunktes zu machen
(Pocock et al. 2002). Ferner konnen Uberlebensraten und Uberlebenszeiten gut abgelesen
werden (Ziegler et al. 2007 a).

Mit Hilfe des Cox-Modells wurde die Berechnung adjustierter Hazard Ratios fur die einzelnen
Marker durchgefiihrt. Dieses auch als proportionales Hazard-Modell bezeichnete Verfahren ist
das zurzeit etablierteste zur Auswertung von Uberlebenszeitdaten und findet daher auch in

diesem Fall Anwendung (Ziegler et al. 2007 b). In der univariaten Anwendung wird der Effekt
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der Serumkonzentration eines Markers fur das Auftreten eines relevanten Endpunkts untersucht.
Die multivariate Cox-Regression ermdglicht es, den Einfluss mehrerer Parameter auf die
ereignisfreie  Uberlebenszeit in ihrer Gesamtheit zu untersuchen und deren jeweiligen
unabhéngigen Beitrag abzuschétzen. Bei den Zielvariablen handelt es sich um zensierte
Endpunkte. Vorausgesetzt wird, dass die Effekte der verschiedenen Parameter fur das Auftreten
eines Endpunkts im Verlauf des Beobachtungszeitraums konstant sind (Ziegler et al. 2007 a).
Ebenfalls auf den Eventraten basieren die logistischen Regressionsanalysen. Anwendung findet
diese Auswertungsmethode, da es eine Vielzahl unabhé&ngiger Variablen gibt und die
Zielvariable ein bindres Messniveau besitzt, das heifdt, das Auftreten eines Endpunkts oder sein
Ausbleiben (Bender et al. 2007 c; Bender et al. 2007 b).

Da sich das hochsensitive Troponin T in der multivariaten Cox-Regressionsanalyse als der
Marker mit der besten Vorhersageeigenschaft herausstellte, wurde mit Hilfe der C-Statistik die
pradiktive Bedeutung des ESRS, des SPI-Il und des hsTropT verglichen. Dieses auch als
Concordance-Index bezeichnete Verfahren findet in groBer Verbreitung Anwendung, um
verschiedene Uberlebensverteilungen voneinander abzutrennen. Im Allgemeinen trifft die
Concordance eine Aussage daruber, bei welchem Anteil der Patienten die pradiktive Vorhersage
durch den Marker oder die klinischen Préadiktionsverfahren gegeben ist. Ein Concordance-Index
von 0,5 entsprache also einer zufalligen Verteilung. Anders als die aus der logistischen
Regression abgeleitete AUC der receiver operating characteristic curve (ROC-Kurve) fir das
jeweilige Modell, beriicksichtigt die C-Statistik auch die Zeit bis zum Auftreten eines
Ereignisses. Durchgefiihrt wurde diese Analyse mit der Software ,,R-package-survcomp®.
Analog der Concordance, wird die Wertigkeit eines Biomarkers oder klinischen Scores mittels
der ROC-AUC beschrieben. Die AUC, inklusive des 95%-Konfidenzintervalls, wurde mit Hilfe
des ,,R [2] package pROC* berechnet. Zur Darstellung der ROC-Kurve werden die ,,richtig
Positiven* (Spezifitdt) gegen die ,,falsch Positiven* (1-Sensitivitat) aufgetragen. Dies ermdglicht
es, die Bedeutung der Marker und der klinischen Pradiktionsverfahren entsprechend
verschiedenen Grenzwerten einzuschétzen. Vergleichbar der C-Statistik betragt die ROC-AUC
eines idealen prognostischen Markers 1 (Rgsjg und Omland 2009). Eine ROC-Kurve kann auch
fir das aus einer multivariaten logistischen Regression abgeleitete mathematische Modell
ermittelt werden. Da nach neueren Erkenntnissen die ROC-AUC und die C-Statistik nicht
ausreichend sind, um die klinische Wertigkeit eines Markers zu ermitteln, wurden flr das
hsTropT, den ESRS und das SPI-1I der Net Reclassification Index (NRI) und der Integrated

Discrimination Index (IDI) angewandt. Hierbei handelt es sich um neue, aber bereits sehr gut
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etablierte Verfahren. Diese stellen ein Mal3 dafur dar, welcher Anteil der Patienten durch die
Anwendung eines zusatzlichen pradiktiven Markers hinsichtlich des Risikos richtigerweise
anders klassifiziert wirde und sind daher insbesondere fur die klinische Anwendbarkeit eines
neuen Markers relevant (Mohlenkamp et al. 2009; Rgsjg und Omland, 2009).

In allen angewendeten statistischen Verfahren wurde p<0,05 als signifikant gewertet. Die

Analysen erfolgten mit Hilfe der Software ,,SPSS Statistics* der Firma ,,IBM* (New York/USA).
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3 Ergebnisse

Im Zeitraum von Mérz 2009 bis Februar 2010 konnten 281 Patienten in die Find-AF-Studie
eingeschlossen werden. Einer dieser Patienten zog im Verlauf der Studie seine Einwilligung
zuruck. Vier weitere konnten zum Zweck der Nachuntersuchungen nicht mehr ausfindig
gemacht werden, sodass sie als lost to follow-up klassifiziert wurden. Bei acht Patienten wurde
nach der Aufnahme in die Studie die Diagnose revidiert, sodass nicht mehr von einem
ischamischen Ereignis ausgegangen werden konnte. Initial bestand bei 42 der verbliebenen
Patienten ein Vorhofflimmern im Aufnahme-EKG, wobei es sich allerdings nicht immer um
Neudiagnosen handelte, sondern auch um bereits bekannte Erkrankungen. 29 weitere Patienten
boten im Sieben-Tage-Langzeit-EKG Episoden von Vorhofflimmern. Um eine Vergleichbarkeit
mit dem Essen Stroke Risk Score herzustellen, wurden diese 71 Patienten ebenfalls von der
Analyse ausgeschlossen, sodass die Daten von 197 Patienten in die Auswertung einflossen. Die
Entwicklungen von 148 (75,1%) Patienten konnten im Rahmen der klinischen Untersuchung
nach einem Jahr nachverfolgt werden. 45 (22,8%) Patienten erschienen nicht zur Untersuchung,
sodass ihr Werdegang telefonisch erfragt wurde. Wenn mdoglich, erfolgte dies im direkten
Telefonat mit dem Patienten, aber auch durch Angehérige oder den betreuenden Hausarzt. Die
Bezugspersonen von vier Patienten (2%) wurden nicht erneut kontaktiert, da deren Tod bereits in
der 90-Tage-Nachuntersuchung erhoben worden war. Ein Jahr nach dem initialen Schlaganfall
war bei 23 Patienten ein bedeutendes kardiovaskuléres Ereignis eingetreten. 13 Menschen waren
verstorben, wobei bei sechs von ihnen der Tod einer kardiovaskuldren Ursache zugeordnet
wurde. Einer der Patienten, die den Beobachtungszeitraum nicht Uberlebten, verstarb an einem
Schlaganfall, sodass sich die Zahl der BKEs auf 24 belief. Die folgende Tabelle (Tab. 3) zeigt
die Anzahl der eingetretenen Endpunkte sowie die Parameter, die bei der Aufnahme der

Patienten in die Studie erhoben wurden, fur die gesamte Kohorte und stratifiziert nach hsTropT.

Seite | 29



Ergebnisse

Gesamt- hsTropT hsTropT p-Wert
Kohorte <6,15pg/ml >6,15pg/ml
(n=98) (n=99)

Endpunkte
Tod jeglicher Ursache 13 2 11 0.010
Bedeutendes kardiovaskuléares | 23 5 18 0.004
Ereignis
Tod kardiovaskularer Ursache | 6 1 5 0.053
Akutes Koronarsyndrom 6 2 4 0.145
Schlaganfall 12 3 9 0.077
Klinische Parameter
Weibliches Geschlecht 81 (41,1%) 43 (43,9%) 38 (38,4%) 0.433
Alter 67+ 13 62 + 13 72+11 <0.0005
Body-mass-Index 27,8+5,9 27,6 +5,6 28,1+6,3 0,568
Systolischer Blutdruck 143 £ 22 142 + 21 144 + 23 0,478
Diastolischer Blutdruck 79 +13 8011 78+14 0,333
Herzfrequenz 74+ 15 71+12 77 £17 0,009
Korpertemperatur 36,8+ 0,4 35,7+0,3 36,8+0,4 0,861
Vorhergegangener 32 (16,2%) 14 (14,3%) 18 (18,2%) 0.459
Schlaganfall
Vorhergegangene TIA 19 (9,6%) 7 (7,1%) 12 (12,1%) 0.237
Herzinsuffizienz 10 (5,1%) 3 (3,1%) 7 (7,1%) 0.200
Acrterieller Hypertonus 140 (71,1%) | 61 (62,2%) 79 (79,8%) 0.007
Diabetes mellitus 43 (21,8%) | 18 (18,4%) 25 (25,3%) 0.242
Nikotinabusus 50 (25,4%) 33 (33,7%) 17 (17,2%) 0.024
Hyperlipoproteindmie 64 (32,5%) 35 (35,7%) 29 (29,3%) 0.336
Koronare Herzkrankheit 23 (11.7%) 10 (10.2%) 13 (13.1%) 0.522
Neurologischer Status
NIH-SS-Punktzahl 2 [1;4] 2[1;3] 3[1;6] <0,0005
MRS-Punktzahl 2[1;3] 2 [1;3] 2 [1;4] 0,001
Klinische Risikoscores
ESRS 3[2, 4] 3[1, 4] 3[2,4] 0,001
SPI-11 5[3, 6] 3,5[2, 6] 5[2, 7] <0,0005

Seite | 30




Ergebnisse

Gesamt- hsTropT hsTropT p-Wert
Kohorte <6,15pg/ml >6,15pg/ml
(n=98) (n=99)

Echokardiographie
LV-EF 62+9 63+9 61 + 10 0,160
Ele 105+3)9 9,9+35 11,2+4,3 0,024
Schlaganfall-Klassifikation
TIA 68 (34,5%) | 41 (41,8%) 27 (27,3%)
Minor stroke 55 (27,9%) 29 (29,6%) 26 (26,3%)
Major stroke 74 (37,6%) | 28 (28,6%) 46 (46,5%) 0,007
TOAST-Klassifikation
Makroangiopathische Ursache | 39 (19,8%) 23 (23,5%) 16 (16,2%)
Kardioembolische Ursache 31 (15,7%) 11 (11,2%) 20 (20,2%)
Mikroangiopathische Ursache | 27 (13,7%) 9 (9,2%) 18 (18,2%)
Andere spezifische Ursache 5 (2,5%) 2 (2,0%) 3 (3,0%)
Unbekannte Ursache 95 (48,2%) 53 (54,1%) 42 (42,4%) 1,000
Routineparameter der
Blutentnahme
Kreatinin 0,97 + 0,53 0,86 + 0,22 1,09 + 0,69 0,002
CRP 6,4+17,3 45+8,0 8,3+23,0 0,126
Glucose 129 + 53 120 + 36 138 + 64 0,020
Gesamt-Cholesterin 196 + 46 199 + 36 194 + 54 0,418
LDL-Cholesterin 130 + 39 131+ 32 128 + 45 0,686
HDL-Cholesterin 51+13 53+13 49+ 14 0,046
Triglyceride 131 £ 67 127 £ 67 136 £ 67 0,329
HbA;. 62+11 6,1+1,0 6,3+1,2 0,093

Tab. 3: Charakteristika der Patienten bei Aufnahme in die Studie sowie die Anzahl der
eingetretenen studienrelevanten Endpunkte nach einem Jahr fir die gesamte Kohorte und
stratifiziert nach hsTropT
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3.1 Die neuen kardialen Biomarker in der univariaten Regressionsanalyse

In der univariaten Cox-Regressionsanalyse, das heif3t, ohne dass eine Adjustierung an klinische
Parameter oder ein Vergleich der Marker untereinander stattgefunden hat, waren drei Marker
signifikant préadiktiv fir das Auftreten eines BKEs innerhalb eines Jahres nach dem initialen
Schlaganfall. Dies waren GDF-15 (p=0,009), ein Marker, der moglicherweise im
Zusammenhang mit h&modynamischem Stress steht, sowie die beiden Marker, die bei
myokardialen Nekrosen freigesetzt werden, H-FABP (p=0,023) und hsTropT (p<0,001).
Signifikant pradiktiv in der univariaten Regressionsanalyse fiir das Eintreten des Todes jeglicher
Ursache waren hsTropT (p<0,001), GDF-15 (p=0,007) sowie NTproBNP (p=0,050). In dieser
Untersuchung zeigte sich, dass proANP keine VVorhersage fur das Eintreten des Todes erlaubte,
wahrend H-FABP (p=0,051) nur geringfligig das festgesetzte Signifikanzniveau verfehlte.

3.2 Die neuen kardialen Biomarker in der multivariaten Regressionsanalyse

Nachdem alle Marker in der multivariaten Cox-Regressionsanalyse zusammengefasst wurden,
zeigte sich, dass lediglich das hsTropT das Signifikanzniveau erreichte, sowohl fur das Eintreten
eines bedeutenden kardiovaskularen Ereignisses (p=0,045) als auch fiir das Eintreten des Todes
(p=0,004). Die anderen in den univariaten Analysen noch signifikanten Marker waren dies in der
multivariaten nicht mehr und schienen daher keine weiterfiihrenden prognostischen
Informationen zu transportieren. Aus diesem Grund wurde die weitere statistische Auswertung

auf das hsTropT beschrankt.

3.3 Detaillierte statistische Analyse des hsTropT

Durch die Untersuchung des Serums mit Hilfe des hoch sensitiven Assays konnte bei 115
(59,9%) Patienten das Herzmuskelenzym nachgewiesen werden. Die mediane
Serumkonzentration lag bei 6,15pg/ml, wobei das 25%-Quantil 3,00pg/ml und das 75%-Quantil
13,95pg/ml betrug. Bei 48 Patienten (24,4%) wurde eine hsTropT-Konzentration von mehr als
14pg/ml ermittelt. Dies entspricht dem oberen Referenzwert in der gesunden Population und
stellte in anderen Studien mit insgesamt 533 gesunden Freiwilligen das 99. Perzentil dar (Apple
et al. 2012; Saenger et al. 2011).

Patienten mit erhohtem hsTropT unterschieden sich, wie in Tabelle 3 dargestellt, in einigen
klinischen Parametern. Im Speziellen waren signifikante Unterschiede gegeben fir das Alter der
Patienten, flr eine erhdhte Herzfrequenz, fiir das Vorliegen eines arteriellen Hypertonus oder

Nikotinabusus und fir das Vorliegen einiger Veranderungen im Routinelabor: erhohtes
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Kreatinin, erhdhte Blutglukose-Werte sowie ein erhdhtes LDL-Cholesterin. Ferner war bei den
Patienten mit erhdhtem hsTropT der echokardiographisch ermittelten Quotienten E/e‘ erhoht.
Die hsTropT-Konzentrationen waren ebenfalls moderat mit der Konzentration aller anderen
gemessenen Biomarker assoziiert.

Ein hsTropT-Wert, der ber dem Median von 6,15pg/ml lag, war nicht nur signifikant fir das
Eintreten eines BKEs und fir den Tod jeglicher Ursache, sondern trat bei Patienten, die
irgendeinen der einzelnen Endpunkte aufwiesen, haufiger auf.

3.3.1 Die Bedeutung der hsTropT-Konzentration im Serum fir das Eintreten eines
bedeutenden kardiovaskularen Ereignisses

Wurde das Patientenkollektiv hinsichtlich der Serumkonzentration des hsTropT in Patienten, die
oberhalb des Median von 6,15pg/ml lagen und Patienten, deren Serumkonzentration niedriger
war als der genannte Wert dichotomisiert, betrug die Hazard Ratio flr das Eintreten eines BKES
3,86. Das Konfidenzintervall lag zwischen 1,43 und 10,4 (p=0,008, Abb. 1A). Ahnliche
Ergebnisse zeigten sich, wenn Patienten, deren hsTropT-Konzentration oberhalb des oberen
Grenzwertes von 14pg/ml lag, mit solchen verglichen wurden, deren Konzentration unterhalb
dieser Grenze lag. Die Hazard Ratio war 2,20 [0,949;5,07] (p=0,066; Abb. 1B). Die beiden
nachfolgenden Abbildungen illustrieren diesen Zusammenhang in einer Kaplan-Meier-
Uberlebenskurve.
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Bedeutendes kardiovaskuliires Ereignis (BKE)
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Abb. 1A: Aufireten eines bedeutenden kardiovaskuldren Ereignisses
(kardiovaskuldrer Tod, Re-Schlaganfall oder Myokardinfarkt) fiir
Patienten mit hsTropT-Werten oberhalb bzw. unterhalb des Medians
(6.15pg/ml), in Abhéngigkeit von der Zeit
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Abb. 1B: Aufireten eines bedeutenden kardiovaskuliren Ereignisses
(kardiovaskuldrer Tod, Re-Schlaganfall oder Myokardinfarkt) fiir
Patienten mit hsTropT-Werten oberhalb bzw. unterhalb des oberen
Referenzwerts (14pg/ml). in Abhéngigkeit von der Zeit
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Die oben eingefuhrten Scores, der ESRS und der SPI-11, sind pradiktive Modelle zur Vorhersage
kardiovaskularer Ereignisse. Die Aussagekraft jedes einzelnen klinischen Vorhersageverfahrens
konnte durch das hsTropT signifikant verbessert werden, indem man den Biomarker als
Kovariable in der multivariaten Cox-Regressionsanalyse verwandte. Wenn in einem weiteren
Schritt die neurologischen Zustdnde in Form des NIH-SS und der MRS, wie sie bei der
Aufnahme des Patienten ermittelt worden waren, als Kovariablen berticksichtigt wurden, behielt
das hsTropT seine signifikante pradiktive Funktion fir die Vorhersage eines bedeutenden

kardiovaskularern Ereignisses bei (Tab. 4).

Model 1 Model 2 Model 3 Model 4

HR D HR P HR P HR D
ESRS 1,36 0,009 1,19 0,165 1,24 0,070 1,27 0,046
SPI-lI
lg(hsTropT) 292 [0002 [252 [0010 [272 [0,007
NIH-SS 1,05 0,345 1,12 0,112
MRS 0,734 | 0,215

Model 5 Model 6 Model 7 Model 8

HR p HR p HR p HR p
ESRS
SPI-II 1,27 0,001 1,17 0,039 1,21 0,024 | 1,22 0,018
Ig(hsTropT) 2,75 0,003 |2,43 0,013 |2,62 0,009
NIH-SS 1,02 0,785 1,08 0,312
MRS 0,742 |0,235

Tab. 4: Multivariate Cox-Regressionsanalyse zur Bestimmung der Hazard Ratio des
Eintretens eines BKEs unter Miteinbeziehung der klinischen Risikoscores, der hsTropT-
Konzentration und des neurologischen Zustands des Patienten bei Aufnahme in die
Studie
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Um die pradiktive Wertigkeit des hsTropT und der beiden klinischen Verfahren, auch mit dem
Fokus auf der Anwendung verschiedener Grenzwerte, besser einschdtzen zu konnen, wurden
ROC-Kurven erstellt. Die ROC-AUC fur das hsTropT alleine lieR auf eine moderate
diskriminatorische Wertigkeit des Biomarkers schlieBen (0,706 [0,596;0,815]), war aber im
untersuchten Kollektiv tendenziell besser als fur den ESRS (0,648 [0,530;0,766]; p=0,484) und
den SPI-11 (0,672 [0,556;0,787]; p=0,689).

Die ROC-AUC der einzelnen Scores konnte verbessert werden, indem das hsTropT in einer
kombinierten Analyse den entsprechenden klinischen Verfahren zur Risikoeinschatzung
hinzugefiigt wurde. Der ESRS, gemeinsam mit dem Biomarker, hatte eine AUC von 0,743
[0,639;0,834] (p=0,134, Abb. 2A). Die AUC des SPI-11 verbesserte sich in Verbindung mit dem
Biomarker auf 0,760 [0,665;0,885] (p=0,872, Abb. 2B).
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Abb. 2A: ROC-Kurve fiir die Vorhersage eines bedeutenden
kardiovaskuldren Ereignisses (Kardiovaskuldrer Tod, Re-Schlaganfall
oder Myokardinfarkt) durch den Essen Stroke Risk Score (ESRS), die
Serumkonzentration des hsTropT und die Kombination aus ESRS und
hsTropT
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Bedeutendes kardiovaskuliires Ereignis (BKE)
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Abb. 2B: ROC-Kurve fir die Vorhersage eines bedeutenden
kardiovaskuldren Ereignisses (Kardiovaskuldrer Tod, Re-Schlaganfall
oder Myokardinfarkt) durch das Stroke Prognosis Instrument II (SPI-II),
die Serumkonzentration des hsTropT und die Kombination aus SPI-II
und hsTropT

Diese Ergebnisse spiegelten sich auch in der C-Statistik wider. Der Concordance-Index betrug
fiir das hsTropT alleine 0,710 [0,608;0,811]. Fur die separate Messung des ESRS war die C-
Statistik 0,695 [0,567;0,822] (p=0,424). Der SPI-II erbrachte in der univariaten Analyse einen
Concordance-Index von 0,699 [0,587;0,810] (p=0,437). Die C-Statistik konnte, wie auch schon
die ROC-AUC, verbessert werden, indem man den klinischen Verfahren zur Risikoeinschatzung
das hsTropT hinzufugte. Fir das SPI-1l und den Biomarker veranderte sich der Wert auf
0,763 [0,672;0,855] (p=0,947). Wenn der ESRS um das hsTropT ergénzt wurde, war eine
Steigerung auf 0,747 [0,651;0,843] (p=0,834) festzustellen.

Zu bemerken st jedoch, dass die Verbesserung der Vorhersagekraft der klinischen
Risikobewertungssysteme durch Hinzufiigen des Biomarkers als Pradiktor fir das Eintreten
eines bedeutenden kardiovaskularen Ereignisses weder in der C-Statistik noch in der ROC-AUC
das Signifikanzniveau erreichte. Dies kann sicherlich auf die Grolle des vorliegenden
Patientenkollektivs und auf die verhéltnismélRig geringe Anzahl an BEKs im
Beobachtungszeitraum zuriickgefuhrt ~ werden, obwohl in der  multivariaten
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Cox-Regressionsanalyse die Kombination der klinischen Verfahren mit dem Biomarker sogar zu
einer hoch signifikanten VVerbesserung der pradiktiven Wertigkeit fhrte.

Um die klinische Bedeutung des Markers noch besser evaluieren zu kdnnen, wurden der 1DI und
der NRI eingesetzt. Diese Indizes setzen die durch den Biomarker ,korrekt neu klassifizierten
Personen in ein Verhéltnis zu den durch den Biomarker ,,falsch neu* klassifizierten Patienten
(M6hlenkamp et al. 2009). Nach Hinzufligen des hsTropT zum ESRS war der NRI 0.212
(p=0.396). Nach Auswertung des hsTropT zusétzlich zur Risikostratifizierung durch das SPI-I1
betrug der NRI 0,219 (p=0,402).

Der IDI betrug im Patientenkollektiv durch Hinzufigen des Biomarkers zum ESRS 0,055
(p=0,237). Nach der Erganzung des SPI-IlI durch das hsTropT betrug er 0,219 (p=0,006).
Besonders gut erschien die negative Préadiktion zu sein. Es gab keinen Patienten mit einem ESRS
<2 und einer hsTropT-Konzentration unterhalb des Medians (6,15pg/ml), bei dem im
Untersuchungszeitraum ein BEK auftrat. Dieser Trend zeigte sich auch bei Patienten, deren
ESRS <2 war und deren Konzentration des Biomarkers unter dem 99. Perzentil von 14pg/ml lag.
In dieser Gruppe zeigte sich bei lediglich zwei Patienten ein bedeutendes kardiovaskuldres
Ereignis (Tab. 5).

hsTropT-Verteilung entsprechend dem Median

hsTropT <6.15pg/ml  hsTropT >6.15pg/ml  Summe
ESRS <2 0/47 (0%) 4/27 (14,8%) 4/74 (5,4%)
ESRS >2 5/53 (9,4%) 14/70 (20,0%) 19/123 (15,4%)
Summe 5/100 (5,0%) 18/97 (18,6%) 23/197 (11,7%)
hsTropT-Verteilung entsprechend dem 99. Perzentil

hsTropT <14pg/ml hsTropT >14pg/ml Summe
ESRS <2 2/60 (3,3%) 2/14 (14,3%) 4/74 (5,4%)
ESRS >2 12/89 (13,5%) 7/34 (20,6%) 19/123 (15,4%)
Summe 14/149 (9,4%) 9/48 (18,8%) 23/197 (11,7%)

Tab. 5: Das Auftreten eines bedeutenden kardiovaskul&ren Ereignisses in Abhangigkeit

von der hsTropT-Konzentration und dem ESRS
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3.3.2 Die Bedeutung der hsTropT-Konzentration im Serum fur das Eintreten des Todes
jeglicher Ursache

Ahnlich wie schon fiir die BKEs beschrieben, gab es auch bei Patienten, die innerhalb des
Beobachtungszeitraums verstarben und solchen, die (berlebten, einen signifikanten Unterschied
in der Serumkonzentration des hsTropT.

Die Hazard Ratio fiir den Tod bei Patienten mit einer hsTropT-Konzentration tber dem Median
(6,15pg/ml), bezogen auf Patienten, deren Konzentration niedriger als der Median war, betrug
5,95 [1,32;26,9] (p=0,020; Abb. 3A). Fir Patienten mit einer Konzentration oberhalb im
Vergleich zu solchen mit einer Konzentration unterhalb des 99. Perzentils (14pg/ml) betrug die
Hazard Ratio 3,82 [1,28;11,4] (p=0,016; Abb. 3B)
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Abb. 3A: Eintreten des Todes jeglicher Ursache fiir Patienten mit

hsTropT-Werten oberhalb bzw. unterhalb des Median (6,15pg/ml), in
Abhiingigkeit von der Zeit
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Abb. 3B: Eintreten des Todes jeglicher Ursache fiir Patienten mit
hsTropT-Werten oberhalb bzw. unterhalb des oberen Referenzwerts
(14pg/ml), in Abhéngigkeit von der Zeit

In der multivariaten Cox-Regressionsanalyse zeigte sich, dass das Hinzufiigen des Biomarkers
als Kovariable, wie auch schon bei der Untersuchung der BKEs geschehen, die pradiktive
Aussagekraft in der Kombination mit den klinischen Vorhersagemodellen signifikant steigerte.

Dieser Zusammenhang blieb auch dann signifikant bestehen, wenn der initial erhobene
neurologische Status des Patienten in Form des NIH-SS oder der MRS als Kovariable fur die

Schwere des Schlaganfalls berticksichtigt wurde (Tab. 6).

Model 1 Model 2 Model 3 Model 4

HR p HR p HR p HR p
ESRS 1,530 | 0,004 1,27 0,121 1,26 0,133 1,37 0,032
SPI-11
Ig(hsTropT) 4,13 0,001 |3,82 0,004 |2,87 0,001
NIH-SS 1,13 0,018 1,31 0,001
MRS 0,538 | 0,096

Seite | 40



Ergebnisse

Model 5 Model 6 Model 7 Model 8

HR P HR P HR P HR P
ESRS
SPI-11 1,35 0,002 1,22 0,053 1,15 0,178 1,17 0,144
Ig(hsTropT) 408 [0001 |4,02 [0002 [460 |0,001
NIH-SS 1,11 0,080 | 1,20 0,018
MRS 0,589 |0,124

Tab. 6: Multivariate Cox-Regressionsanalyse zur Bestimmung der Hazard Ratio des
Todes jeglicher Ursache unter Miteinbeziehung der klinischen Risikoscores, der
hsTropT-Konzentration und dem neurologischen Zustand des Patienten bei Aufnahme in
die Studie

Wurde eine ROC-Kurve erstellt, zeigte sich, dass die prognostische Wertigkeit des hsTropT
alleine moderat war, aber im untersuchten Kollektiv dennoch besser als die der klinischen
Risikoscores. Die ROC-AUC betrug in der univariaten Analyse fir das hsTropT 0,755
[0,616;0,894]. Analog der Entwicklung, wie sie bereits fur die BKEs berechnet wurde, war eine
Verbesserung der AUC fur die Vorhersage des Todes durch das Hinzufligen des hsTropT als
Kovariable zu den klinischen Verfahren zu verzeichnen. Die AUC fur den ESRS alleine betrug
0,712 [0,544;0,866]. Das hsTropT verbesserte die AUC auf 0,810 [0,671;0,923] (p=0,217)
(Abb. 4A).
Der SPI-I1 erreichte in der univariaten Analyse eine AUC von 0,694 [0,530;0,842]. Nachdem der
Biomarker zur Analyse hinzugefuigt wurde, verbesserte sich die AUC auf 0,790 [0,634;0,919]
(p=0,068) (Abb. 4B).
Es zeigte sich daher, dass die zusatzliche Bestimmung des hsTropT die pradiktive Wertigkeit der
klinischen Risikoscores nummerisch verbesserte. Das Signifikanzniveau wurde aber entgegen
der Untersuchung in der multivariaten Cox-Regression nicht erreicht.
Das zweite eingesetzte Verfahren zur Analyse der Uberlebenszeitverteilung, die C-Statistik,
erbrachte ebenfalls eine zahlenmaRige Verbesserung des Concordance-Index durch das
Hinzufugen des Biomarkers zu den klinischen Verfahren. Der ESRS fur sich betrachtet hatte
eine C-Statistik von 0,744 [0,575;0,912], die sich mit dem Biomarker auf 0,793 [0,669;0,918]
(p=0,760) verbesserte. Die Kombination des SPI-11 mit dem hsTropT fuhrte zu einer Steigerung
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auf 0,708 [0,549;0,867], fur das klinische Verfahren alleine auf 0,795 [0,656;0,934] (p=0,924).
Die C-Statistik fur das hsTropT in der einzelnen Analyse betrug 0,751 [0,624;0,878].
Entsprechend der ROC-AUC erreichte jedoch auch die Verbesserung der C-Statistiken durch die

Kombination der klinischen Verfahren mit dem Biomarker nicht das Signifikanzniveau.

Tod jeglicher Ursache
1,0
0.8 ~
. 0.6 -
E
=
b=
2 0,4
]
v ~— ESRS
—— hsTropT
0.2 4 —— ESRS + 1g10(hsTropT)
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0.0 4

I 1 1 I I |
00 02 04 06 08 10

1-Spezifitit
Abb. 4A: ROC-Kurve fiir die Vorhersage des Todes jeglicher Ursache

durch den Essen Stroke Risk Score (ESRS), die Serumkonzentration des
hsTropT und die Kombination aus ESRS und hsTropT
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Abb. 4B: ROC-Kurve fiir die Vorhersage des Todes jeglicher Ursache
durch das Stroke Prognosis Instrument II (SPI-II), die Serumkonzen-
tration des hsTropT und die Kombination aus SPI-1Tund hsTropT

Mit Hilfe des IDI und des NRI wurden die durch den Biomarker richtig reklassifizierten
Patienten ins Verhéltnis zu den falsch reklassifizierten gesetzt. Fiir die Kombination des ESRS
mit dem hsTropT ergab sich ein IDI von 0,094 (p=0,102). Wurde der SPI-1I um den Biomarker
erganzt, betrug der IDI1 0,313 (p<0,001).

Erneut zeigte sich, wie auch schon fur die Wahrscheinlichkeit des Eintretens eines BKEs, dass
die negative Préadiktion besonders gut war. Kein Patient, dessen hsTropT unter dem Median
(6,15pg/ml) lag und dessen ESRS <2 war, verstarb im Beobachtungszeitraum. Des Weiteren
uberlebte lediglich eine Person nicht bis zur Nachuntersuchung nach einem Jahr, deren ESRS <2
war und deren hsTropT-Konzentration sich unterhalb des 99. Perzentils (14pg/ml) befand
(Tab. 7).
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hsTropT entsprechend dem Median

hsTropT <6.15pg/ml  hsTropT >6.15pg/ml | Summe
ESRS <2 0/47 (0%) 2127 (7,4%) 2174 (2,7%)
ESRS >2 2/53 (3,8%) 9/70 (12,9%) 11/123 (8,9%)
Summe 2/100 (2,0%) 11/97 (11,3%) 13/197 (6,6%)
hsTropT entsprechend dem 99. Perzentil

hsTropT <14pg/mi hsTropT >14pg/ml Summe
ESRS <2 1/60 (1,7%) 1/14 (7,1%) 2174 (2,7%)
ESRS >2 5/89 (5,6%) 6/34 (17,6%) 11/123 (8,9%)
Summe 6/149 (4,0%) 7/48 (14,6%) 13/197 (6,6%)

Tab. 7: Das Eintreten des Todes jeglicher Ursache in Abhangigkeit von der hsTropT-
Konzentration und dem ESRS
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4 Diskussion

Das Ergebnis dieser Studie ist, dass in der univariaten Cox-Regressionsanalyse drei der flnf
untersuchten Biomarker, GDF-15, H-FABP und hsTropT, eine signifikante VVorhersage fur das
Eintreten eines BKEs ermoglichen. Zudem sind GDF-15, NTproBNP und hsTropT Préadiktoren
fur das Eintreten des Todes jeglicher Ursache. In der multivariaten Analyse hinsichtlich des
Risikos eines der beiden Endpunkte verlieren GDF-15, H-FABP und NTproBNP ihre
Signifikanz. Die neue Erkenntnis dieser Studie ist, dass das hsTropT nach der multivariaten
Analyse eine unabhdngige Vorhersage nicht nur fiir den Tod jeglicher Ursache erlaubt, sondern
auch eine Risikostratifizierung fir das Eintreten eines BKEs ermdglicht und das auch tber das

MaR etablierter klinischer Verfahren hinaus.

4.1 Ausgewahlte Biomarker, die eine Risikostratifizierung fiir das Eintreten eines BKES
oder des Todes jeglicher Ursache ermdglichen

In den vergangenen Jahren wurde eine Vielzahl verschiedener Biomarker im Zusammenhang mit
zerebralen Ischdmien untersucht. Mit ihrer Hilfe kann es moglich sein, die Diagnostik eines
Schlaganfalls zu beschleunigen und zu verbessern, eine Einordnung hinsichtlich der Atiologie
vorzunehmen sowie Aussagen zur Prognose des Patienten zu treffen (Castellanos und Serena
2007). Eingang in die klinische Routine fand jedoch bisher keiner der Marker. Patienten, die
einen ischamischen Schlaganfall oder eine TIA erlitten haben, haben ein signifikant erhdhtes
Risiko, ein weiteres kardiovaskulédres Ereignis zu erleiden oder an einer Ursache zu versterben,
die in einem kardiovaskuldren Zusammenhang zu sehen ist. Aus diesem Grund kommt der
Langzeittherapie und Sekundarpravention eines Patienten nach einem ischdmischen Schlaganfall
und der Identifizierung der Patienten, die ein besonders hohes Risiko flir eine negative
Langzeitentwicklung haben, eine groRe Bedeutung zu (Touzé et al. 2005).

Mehrere Biomarker wurden bereits hinsichtlich ihrer pradiktiven Wertigkeit fiir die generelle
Behinderung des Patienten durch neurologische Defizite sowie fur die Risikostratifizierung fur
das Eintreten des Todes jeglicher Ursache untersucht. Die Zeitrdume, in denen Patienten einer
Nachuntersuchung unterzogen wurden, waren héufig kurz und die Anzahl der untersuchten
Patienten moderat (Whiteley et al. 2009). Erst in jungster Zeit wurden Studien verdffentlicht, die
die Bedeutung verschiedener Marker in grofleren Patientenkollektiven untersuchten. Aktuell
wurde in mehreren Kohorten die préadiktive Bedeutung des Copeptins nachgewiesen, ein
Fragment des Provasopressins, das in &quimolarer Menge ausgeschiittet wird. Die multivariate

Analyse mit dem Wert der NIH-SS bei Aufnahme des Patienten zeigte, dass durch die
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Bestimmung der Serumkonzentration dieses Proteins eine Verbesserung der Vorhersage
hinsichtlich der neurologischen Beeintrachtigung, gemessen an der MRS, und des Todes
jeglicher Ursache mdglich ist (Katan et al. 2009; Urwyler et al. 2010). Einen &hnlichen
Zusammenhang wiesen Katan et al. (2010) fir das proANP nach. Das auch in dieser Studie
untersuchte Protein verbessert in der multivariaten Analyse die Trennschérfe des bei Aufnahme
gemessenen NIH-SS-Wertes fur die neurologische Beeintrachtigung und den Tod jeglicher
Ursache in einem Nachbeobachtungszeitraum von 90 Tagen (Katan et al. 2010). Auch fur das
GDF-15, das auch Gegenstand dieser Untersuchung war, wurde jingst die pradiktive Wertigkeit
fiir eine negative neurologische Entwicklung innerhalb von 90 Tagen, gemessen mit der MRS,
nachgewiesen. Die Untersuchung erfolgte jedoch lediglich an einem Kollektiv mit 57 Patienten
(Worthmann et al. 2011).

Das Eintreten eines bedeutenden kardiovaskuléren Ereignisses ist jedoch in einem Kollektiv, das
ausschlieBlich aus Patienten besteht, die eine zerebrale Ischdmie erlitten haben, selten
Gegenstand der klinischen Forschung gewesen. Rothwell et al. (2004) analysierten in einer
Metaanalyse, die drei Studien mit Patienten umfasste, die eine TIA oder einen minor stroke
erlitten hatten, die Bedeutung des Fibrinogens. Eine erhohte Serumkonzentration dieses Markers
ist ein unabhéngiger Risikofaktor fir das Eintreten eines Reapoplexes, eines Myokardinfarkts
oder eines anderen ischdmischen vaskuldren Ereignisses. Die Wahrscheinlichkeit eines Todes
jeglicher Ursache kann jedoch nicht abgeschéatzt werden (Rothwell et al. 2004).

Whiteley et al. (2011) belegten einen dahnlichen Zusammenhang nicht nur fiir das Fibrinogen,
sondern auch fur andere Parameter, die im Zusammenhang mit einer inflammatorischen
Reaktion stehen. Interleukin-6, CRP und Fibrinogen konnen als Biomarker fir die
Risikostratifizierung eines BKEs und fir das Eintreten des Todes sowohl kardiovaskulérer
Ursache als auch nicht kardiovaskularer Ursache dienen. Nach der Adjustierung an alle
erhobenen klinischen Marker erreichte jedoch lediglich das Interleukin-6 das Signifikanzniveau.
Nachdem man mit diesem Biomarker ein Risikobewertungssystem, das auf klinischen Daten
beruht, ergénzte, wurde die C-Statistik lediglich von 0,62 auf 0,64 verbessert, was die moderate
Bedeutung dieses Markers unterstreicht (Whiteley et al. 2011).

Ebenfalls Gegenstand der klinischen Forschung fiir die Risikopradiktion nach Schlaganfall sind
das BNP und seine Propeptide. Die Serumkonzentration dieses Markers erlaubt die Abschétzung
des Mortalitatsrisikos nach ischdmischem Schlaganfall (Jensen et al. 2006; Jensen et al. 2009;
Sharma et al. 2006). Die Bedeutung fiir die Pradiktion anderer kardiovaskuldrer Ereignisse nach

einem Apoplex wurde bis jetzt nur in kleineren Studien nachgewiesen (Yip et al. 2006). Arbeiten
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aus der Find-AF-Studie zeigten zum Beispiel, dass erhohte Serumspiegel von BNP oder
NTproBNP mit dem vermehrten Auftreten von paroxysmalem Vorhofflimmern assoziiert sind
(Wachter et al. 2012). In der aktuellen Untersuchung ist das NTproBNP lediglich in der
univariaten Analyse pradiktiv fur das Eintreten des Todes jeglicher Ursache, in der multivariaten
Cox-Regression erreicht es nicht mehr das Signifikanzniveau.

Es ist allerdings problematisch, dass viele Biomarker, die im Zusammenhang mit der Ischamie
im Gehirn freigesetzt werden, nur in geringem Ausmal} die Blut-Hirn-Schranke passieren und
damit die diagnostische Aussagekraft einschranken (Saenger und Christenson, 2010). Unter
Berlicksichtigung der ausgewahlten Endpunkte ist hier allerdings nicht von einer Beeinflussung
der Ergebnisse auszugehen, da es nicht das Ziel dieser Untersuchung ist, die Entwicklung
neurologischer Defizite des Patienten abzuschatzen. In dieser Studie wurden Proteine untersucht,
die bereits im Zusammenhang mit kardialen Erkrankungen eine gewisse Bedeutung erlangt
haben. Die Untersuchung dieser Marker liegt nahe, da sie im Zusammenhang mit Prozessen
stehen, die einen Einfluss auf die Pathophysiologie der verwendeten klinischen Endpunkte
haben.

4.2 Die Bedeutung des hsTropT fur die Prognose nach einem Jahr

Eine Troponin-T-Konzentration oberhalb des 99. Perzentils in der gesunden Bevolkerung, was
14pg/ml entspricht, wurde bei 48 Patienten (24,4%) detektiert, der Median lag bei 6,15pg/ml.
Der Umstand, dass es bei Patienten, die einen ischdmischen Schlaganfall erlitten haben, zu
einem Anstieg der Troponin-T-Konzentration kommt, ist bereits seit langerer Zeit bekannt. In
einem Review von 2009 analysierten Kerr et al. elf Studien, die die Bedeutung erhohter
Serumspiegel des Troponin T im Zusammenhang mit Schlaganféllen untersuchten. Die Studien,
die einen Wert >100pg/ml als erhoht ansahen, wiesen in ihrem Kollektiv durchschnittlich ~19%
Patienten auf, die Uber diesem Grenzwert lagen. Solche, deren Grenzwert bei <100pg/ml
angesiedelt war, beinhalteten im Durchschnitt ~8% Patienten mit erhhten Werten; ein Umstand,
der aber anderen StoérgrélRen zugeschrieben wird (Kerr et al. 2009). James et al. belegten 2000
erstmals, dass ein Zusammenhang zwischen der Troponin-T-Konzentration nach einem
Schlaganfall und der Mortalitat der Patienten besteht (James et al. 2000). Seither wurde haufiger
die pradiktive Bedeutung dieses Proteins bei Schlaganfallpatienten hinsichtlich der funktionellen
neurologischen Entwicklung dargelegt, meistens beschrieben in Form des NIH-SS oder der MRS
(Jensen 2008; Jensen et al. 2007 a; Song et al. 2008).
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Neu an dieser Studie ist die Anwendung eines hoch sensitiven Assays zur Ermittlung der
Troponin-T-Konzentration mit einem limit of detection von 5ng/l. Morrow et al. wiesen bereits
2001 in einer Studie mit Uber 2000 Patienten, die einen Myokardinfarkt erlitten hatten, die
Bedeutung sehr niedriger Troponin-T-Konzentrationen fir das Risiko, einen Reinfarkt zu
erleiden oder zu versterben, nach (Morrow et al. 2001). Auch kann mit Hilfe dieses Assays die
positive Préadiktion eines non-ST-elevation myocardial infarction (NSTEMI) auf 100%
verbessert werden (Giannitsis et al. 2010). Aufgrund der hohen Sensitivitdt dieses
Messverfahrens ist es moglich, auch bei gesunden Probanden eine unter Umstanden vorliegende,
minimale Erh6hung der Troponin-T-Konzentration nachzuweisen.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass hsTropT ein unabhangiger Parameter flr
die Vorhersage eines bedeutenden kardiovaskuldren Ereignisses oder des Todes jeglicher
Ursache ist. Adjustiert wurde dieser Zusammenhang an zwei etablierte klinische Verfahren zur
Risikoabschatzung, ESRS und SPI-I1. Dies schien aufgrund der moderaten GroRe der Studie das
adéquateste Verfahren zu sein und spiegelt auch die derzeitige klinische Praxis wider. Tabelle 3
zeigt, dass in der univariaten Analyse nicht nur ein Zusammenhang zwischen einer Erhéhung des
Biomarkers und einem erhdhten Mortalitatsrisiko sowie dem Risiko, ein BKE zu erleiden,
besteht, sondern dass ein Anstieg der Serumkonzentration des hsTropT auch in signifikanter
Weise mit vielen der etablierten Risikofaktoren fir kardiovaskulére Erkrankungen assoziiert ist.
Um eine systematische Fehleinschatzung zu vermeiden, flossen diese Risikofaktoren in Form
des ESRS und des SPI-11 in die multivariate Cox-Regressionsanalyse ein. Der Biomarker fuhrt
auch nach Adjustierung des neurologischen Zustands des Patienten in Form der NIH-SS und der
MRS weiterhin zu einer signifikant verbesserten Aussagekraft hinsichtlich des Todes jeglicher
Ursache beider klinischer Risikoscores. Bei einer Verzehnfachung der Troponinkonzentration
erhdht sich das Risiko, im Beobachtungszeitrum zu versterben, in der multivariaten
Cox-Regression fiir das Modell des ESRS um den Faktor 2,87 (p=0,001) und fur das Modell des
SPI-I1 um den Faktor 4,60 (p=0,001) (Tab. 6). Die Pradiktion der klinischen Verfahren fiir das
Eintreten eines BKEs kann in dieser multivariaten Analyse, unter Berucksichtigung der
Auspragung des Schlaganfalls, ebenfalls signifikant gesteigert werden. Durch eine
Verzehnfachung der Troponinkonzentration wird das Risiko, ein BKE zu erleiden, in der
multivariaten Cox-Regression fir das Modell des ESRS um den Faktor 2,72 (p=0,007) und fiir
das Modell des SPI-11 um den Faktor 2,62 (p=0,009) gesteigert (Tab. 4).

Um die Bedeutung des Biomarkers auch hinsichtlich verschiedener Grenzwerte besser

einschétzen zu konnen, wurde die receiver operating characteristic curve sowie die C-Statistik
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berechnet. Die Kombination der Kklinischen Verfahren zur Risikoeinschatzung mit der
Serumkonzentration des hsTropT flhrt nummerisch sowohl zu einem Anstieg der ROC-AUC als
auch zu einer Verbesserung des Concordance-Index. Dieser Zusammenhang ist fur das Risiko
eines BKEs sowie auch fir die Wahrscheinlichkeit des Todes jeglicher Ursache gegeben,
erreicht aber in keinem der Félle das Signifikanzniveau.

Besonders hoch ist die negative Pradiktion des Biomarkers. Patienten, die einen niedrigen ESRS
oder einen niedrigen SPI-Il aufwiesen und zusétzlich nach Dichotomisierung entsprechend
einem hsTropT-Wert zum Median oder zum 99. Perzentil in die untere Gruppe eingeordnet
wurden, erlitten nahezu kein BKE und verstarben im Beobachtungszeitraum nicht.

Die Bedeutung des Troponin T fir das Eintreten eines BKEs nach ischamischem Schlaganfall
wurde in der Vergangenheit noch nicht untersucht. Di Angelantonio et al. wiesen jedoch 2005
die Bedeutung erhéhter Troponin-1-Werte flr das Risiko eines Todes jeglicher Ursache oder das
Auftreten eines kardialen Ereignisses, im Speziellen der Tod kardiovaskularer Ursache, Angina
pectoris, Myokardinfarkt und Herzinsuffizienz, nach. In der multivariaten Analyse wurde dieser
Zusammenhang an klinische und laborchemische Parameter sowie die medizinische Historie
hinsichtlich kardialer Erkrankungen adjustiert und behielt seine Signifikanz. ROC-Kurven oder
C-Statistiken wurden jedoch nicht erstellt und auch ein Vergleich mit bereits etablierten
klinischen Risikomodellen fand nicht statt (Di Angelantonio et al. 2005). Eine &hnliche
pradiktive Bedeutung hat das Troponin | auch fur das Eintreten eines kombinierten
kardiovaskularen Endpunkts, bestehend aus Schlaganfall, Myokardinfarkt und Tod, in einem
Beobachtungszeitraum von drei Monaten nach einem stattgehabten Schlaganfall (Beaulieu-Boire
et al. 2012).

Der Zusammenhang zwischen erhohter Serumkonzentration des Troponin T und dem Risiko
innerhalb eines definierten Beobachtungszeitraums zu versterben, wurde in der Vergangenheit
haufiger belegt. Erstbeschreiber waren James et al. (2000). In einer Beobachtungsstudie mit 181
Patienten wiesen sie bei 30 Teilnehmern (17%) mit einer erhdhten Troponin-T-Konzentration
nach, dass es einen Zusammenhang gibt zwischen dem Serumspiegel des Troponin T und dem
Risiko des Patienten, wéhrend des Krankenhausaufenthaltes zu versterben (relatives Risiko: 3,2
(95%-Konfidenzintervall 1,7 bis 5,8; p=0,0025)). Dieser Zusammenhang hatte auch 60 Tage
nach dem initialen Schlaganfall noch Bestand. Als mogliche Storvariablen wurden
Informationen Uber Herzerkrankungen und die kardiale Anamnese sowie etablierte
Risikofaktoren, das Alter und die Schwere des Insults, gemessen an der Scandinavian Stroke

Scale, in der multivariaten Analyse berucksichtigt. Zu bemerken ist, dass es sich um eine Studie
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mit einem sehr kurzen Nachbeobachtungszeitraum handelt, eine spate Nachuntersuchung fand
nicht statt. Des Weiteren verzichteten die Autoren auf die Berechnung einer C-Statistik oder
ROC-Kurve sowie auf den Vergleich mit etablierten Verfahren zur Risikobestimmung (James et
al. 2000). Jensen et al. fihrten 2007 ebenfalls den Nachweis, dass eine erhdhte Troponin-T-
Konzentration bei Patienten mit stattgehabtem ischdmischem Schlaganfall zu einem Anstieg des
Mortalitétsrisikos jeglicher Ursache fuhrt. In jener Studie mit 244 Patienten wiesen 10% der
Patienten eine erhohte Troponinkonzentration auf (>100pg/ml). In der univariaten Analyse ergab
sich eine Hazard Ratio von 7,92 [4,03;15,53] (p<0,001). Im multivariaten Cox-proportionalen
Hazard-Modell wurde lediglich eine Adjustierung an das Alter, die Schwere des Schlaganfalls,
gemessen an der Scandinavian Stroke Scale, und an das Vorliegen einer Herzinsuffizienz oder
einer Niereninsuffizienz durchgefiihrt. Die Hazard Ratio in der multivariaten Analyse ist 3,39
[1,34;8,60] (p=0,01) (Jensen et al. 2007 b).

Diesen Zusammenhang zwischen erhohten Serumkonzentrationen des Troponin T und einem
Anstieg des Mortalitatsrisikos konnten Etgen et al. (2005) allerdings nicht nachweisen. In einer
Studie mit 174 Patienten wurde bei acht Patienten (4,6%) ein Anstieg des Biomarkers auf tiber
30ng/ml beobachtet. In der multivariaten Regressionsanalyse wurde an folgende Parameter
adjustiert: Geschlecht, Beteiligung der Insularregion, Hypertonus, Diabetes, Hyperlipiddmie und
kardiale Vorerkrankungen sowie pathologische Laborwerte. Patienten, die Anzeichen eines in
den vorangegangen vier Wochen stattgehabten oder eines akuten Myokardinfarktes hatten,
wurden aus der Studie ausgeschlossen. In einer Nachbeobachtungsperiode von drei Monaten, in
der 19 Patienten (10,9%) verstarben, wurde kein signifikanter Zusammenhang zur
Troponinkonzentration beobachtet (Etgen et al. 2005). Maégliche Ursache fir die Ergebnisse der
Regressionsanalyse in jener Studie ist die sehr geringe Zahl an Patienten mit erhdhten

Serumkonzentrationen des Biomarkers.

4.3 Die Ursachen der Troponin-T-Erhéhung

Da es sich bei Troponin T um einen Marker handelt, dessen Sezernierung mit hoher Spezifitat
kardialer Genese ist, stellen pathologische Prozesse am Herz eine entscheidende Storgrofie einer
Biomarkererhéhung dar. Sie konnen aber auch als Ursache flr den Index-Schlaganfall oder fur
ein erhohtes Mortalitatsrisiko nach dem Schlaganfall beziehungsweise als Ausloser eines BKEs
in Betracht kommen.

Die Bestimmung der genauen Ursachen einer Erhéhung der Troponinkonzentration im

Zusammenhang mit ischamischen Schlaganfallen ist vielféltig, komplex und schwierig zu
Seite | 50



Diskussion

quantifizieren (Kerr et al. 2009), sodass sie nicht alle als Storvariable in der Analyse
berticksichtigt werden konnen. Es ist schwierig einzuschatzen, ob die Erhéhung des Troponins
als Folge der neurologischen Schadigung anzusehen ist, oder ob vor dem Schlaganfall bereits
eine myokardiale Schadigung bestanden hat. Viele Patienten, die einen Schlaganfall erleiden,
weisen im EKG Veranderungen der Reizleitung auf, die auf eine myokardiale Ischdmie
hindeuten. Das Auftreten solcher Verdnderungen ist bei Patienten mit erhohten
Troponinkonzentrationen im Serum deutlich h&ufiger, als bei solchen mit physiologischen
Werten (Kerr et al. 2009). Es zeigte sich, dass neben dem akuten ischdmischen Ereignis, dem
Myokardinfarkt, auch das Vorliegen einer dilatativen Kardiomyopathie sowie das Einsetzen
einer Lungenembolie fiir den Anstieg der Serumkonzentration verantwortlich sein kénnen (Lauer
et al. 1997; Sato et al. 1997; Swaanenburg et al. 1998). Auch die Herzinsuffizienz stellt eine
Ursache fir die Freisetzung des Biomarkers dar, der auch Rickschlisse auf die Prognose des
Patienten erlaubt (Latini et al. 2007). Da es sich bei dem untersuchten Marker um ein Protein
handelt, das renal eliminiert wird, fihrt eine dialysepflichtige Niereninsuffizienz zu einem
Anstieg des Troponin T. Bei diesen Patienten erlaubt die Serumkonzentration ebenfalls einen
Rickschluss auf die Langzeitentwicklung (deFilippi et al. 2003; Dierkes et al. 2000; Iliou et al.
2003).

Die kardiovaskularen Erkrankungen der Patienten wurden bei der Aufnahme in die Studie
anamnestisch erfragt oder mittels EKG oder Echokardiographie ausgeschlossen oder bestatigt.
Die erhobenen Daten fanden anschlieBend Eingang in die Ermittlung des ESRS und des SPI-11
und wurden so, wenn auch nicht in direkter Weise, in den multivariaten Analyseverfahren
berucksichtigt. Es kann jedoch nicht definitiv ausgeschlossen werden, dass bei einigen Patienten
eine nicht erkannte kardiale Erkrankung, im Speziellen ein NSTEMI, als Ursache der hsTropT-
Erhoéhung vorliegt. Moglicherweise konnten Symptome einer myokardialen Ischamie wahrend
der Aufnahme des Patienten aufgrund kognitiver oder sprachlicher Einschrankungen, die durch
den Schlaganfall verursacht wurden, nicht erkannt werden. Eine retrospektive Diagnostik eines
NSTEMI ist leider aus den vorliegenden Daten nicht sinnvoll mdglich. In diesem
Zusammenhang sei jedoch darauf hingewiesen, dass keines der bedeutenden kardiovaskuléren
Ereignisse im Nachbeobachtungszeitraum innerhalb der ersten zwei Wochen stattgefunden hat
und somit der klinische Endpunkt als direkte Ursache der Erhéhung des Biomarkers
ausgeschlossen ist. Des Weiteren handelt es sich bei nur =25% der BKES um ein akutes

Koronarsyndrom.
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Neben der kardialen Genese der erhéhten Troponinkonzentration im Serum geht ein Anstieg des
Markers auch einher mit einer Steigerung der sympathoadrenalen Aktivitat. Dies kann als Folge
einer Ischdmie im Bereich des Lobus insularis angesehen werden (Barber et al. 2007; Song et al.
2008). Dieser vermehrte sympathische Stress in Verbindung mit einem Anstieg des Blutdrucks
und der Herzfrequenz fuhrt sekundar zu diffusen myokardialen Veranderungen und
Myozytolysen (Ay et al. 2006; Barber et al. 2007; Klingelh6fer und Sander 1997; Oppenheimer
1992; Song et al. 2008). Eine Ischdamie, die den Lobus insularis einschliel3t oder in seiner
unmittelbaren Nahe stattfindet, kann eine Takotsubo-Kardiomyopathie bedingen. Die grofRte
Untersuchung wurde in diesem Zusammenhang von Yoshimura et al. durchgefihrt, die in einer
Kohorte mit 569 Patienten, die einen Schlaganfall erlitten hatten, sieben (1,2%) erkrankte
Patienten identifizierten (Yoshimura et al. 2008). Diese Form der Kardiomyopathie zeichnet sich
durch eine Hypo- oder Akinese in den mittleren und apikalen Segmenten des linken Ventrikels
aus, ist aber vollstandig reversibel. Die Pathophysiologie dieses Ereignisses ist nicht hinreichend
geklart, vermutet wird aber eine Beeintrachtigung der Kardiomyozyten durch sympathische
Uberstimulation; Stenosen der KoronargefaRe liegen in diesem Fall nicht vor. Die Takotsubo-
Kardiomyopathie imponiert durch transiente Veranderungen der ST-Strecken im EKG, obligat
sind aber auch méRige Anstiege der Troponin-T-Konzentrationen im Serum (Prasad et al. 2008).
Wahrend der Aufnahme der Patienten wurde durch die an der Studie beteiligten Neurologen eine
intensive Ursachenforschung fur den Schlaganfall betrieben und eine Einstufung entsprechend
der TOAST-Klassifikation durchgefuhrt. Mikroangiopathische und kardioembolische
Schlaganfélle waren héufiger bei Patienten vorzufinden, deren hsTropT-Konzentration oberhalb
des Medians (6,15pg/ml) lag (Tab. 3). Hinsichtlich der kardioembolischen Schlaganfélle wurde
dieser Zusammenhang bereits von Song et al. in signifikanter Weise nachgewiesen, die
mikroangiopathischen Schlaganfélle waren in jener Studie allerdings haufiger bei Patienten ohne
eine erhéhe Troponin-T-Konzentration nachzuweisen (Song et al. 2008). Ursache fir diesen

Unterschied kann der hohere Grenzwert fiir ein erhdhtes Troponin (10pg/ml) sein.

4.4  Die klinische Bedeutung der Studienergebnisse

In dieser Studie konnte der Nachweis geflihrt werden, dass das hsTropT ein unabhéngiger
prognostischer Marker ist fir die Abschatzung des Risikos, dass ein Patient nach einem
stattgehabten ischamischen Schlaganfall ein BKE erleidet. Der Marker liefert zusatzliche
Informationen zu den etablierten klinischen Risikopradiktionsverfahren. Diese Erkenntnis héatte

im Klinischen Kontext Auswirkungen auf die Sekundarprévention, zum Beispiel hinsichtlich
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einer Lebensstilanderung sowie der Therapie mit Thrombozytenfunktionshemmern oder mit
Préparaten zur Optimierung des Lipidstoffwechsels. Damit hétte sie direkten Einfluss auf die
Prognose des Patienten (siehe Kapitel 1.1.3, S.4).

Die héufig validierten klinischen Verfahren zur Risikostratifizierung haben nicht nur in dem
dieser Studie zu Grunde liegenden Patientenkollektiv eine moderate Aussagekraft. Hier ist eine
Verbesserung durch die zusatzliche Bestimmung des hsTropT sinnvoll. Zudem unterliegt die
Ermittlung der Serumkonzentration eines Biomarkers nahezu Kkeiner Inter- oder Intra-
Untersuchervariabilitat. Durch die Ermittlung eines genauen Schwellenwertes sind Patienten mit
hohem Risiko, ein BKE zu erleiden, sicher von denen abzutrennen, deren Risiko gering ist.

Die Bedeutung der Ergebnisse dieser Studie dirfen jedoch auch nicht dahingehend
uberinterpretiert werden, dass das Urteil eines klinisch erfahrenden Arztes an Relevanz verliert,
sondern der Marker sollte als ein zusatzliches Element in der Diagnostik des Patienten angesehen
werden. Die prognostische Wertigkeit des Biomarkers wurde mit dem ESRS und dem SPI-I1I
verglichen, nicht aber mit der arztlichen Expertise, welche mdglicherweise noch eine bessere
Risikoprédiktion gewdhrleistet. Diese Gegeniiberstellung wurde allerdings in der Begriindung

und Validierung der genannten Risikoscores selbst auch nicht vorgenommen.

4.5 Die Vorzuge und Einschréankungen der Studie

Die Datenerhebung und Auswertung dieser Studie ist durch methodische Vorzige
gekennzeichnet, unterliegt aber auch einigen Einschrankungen. In der multivariaten Analyse
wurde die prognostische Wertigkeit des hsTropT mit zwei etablierten klinischen Verfahren
verglichen, deren Einsatz in der klinischen Routine auch von Fachgesellschaften empfohlen wird
(Diener et al. 2008 b). Zudem wurden weitere kardiale Biomarker untersucht, um zuséatzliche
Vergleichspunkte zu schaffen.

Die Endpunkte wurden vor Beginn der Studie prospektiv definiert und in einem zuvor klar
bestimmten Beobachtungszeitraum erfasst. Auch die Periode, in der Patienten in die Studie
eingeschlossen wurden, war definiert.

Es fand keine VVorauswahl des Patientenkollektivs statt, sondern alle Patienten, die auf der Stroke
Unit der Universitatsmedizin Gottingen aufgenommen wurden, wurden fortlaufend
eingeschlossen, sodass das untersuchte Kollektiv dem durchschnittlichen Schlaganfallpatienten,
der sich in einem neurologischen Zentrum vorstellt, entspricht.

Um die beiden klinischen Verfahren zur Risikostratifizierung als Vergleichsmafstab anlegen zu

kdnnen, mussten zuvor alle Patienten, die an einem Vorhofflimmern leiden, sicher ermittelt und
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aus der Studie ausgeschlossen werden. Dies erfolgte nicht nur mit Hilfe der Anamnese oder eines
Routine-EKGs, sondern auch mit einem Sieben-Tage-Langzeit-EKG, dass nach anderen
Analysen der Find-AF-Studie ein hoch sensitives Verfahren zur Detektion von paroxysmalem
Vorhofflimmern ist (Stahrenberg et al. 2010 b). Dieses Vorgehen ist nicht nur aus Griinden der
statistischen Auswertung sinnvoll, sondern grundet sich darauf, dass kardioembolische
Schlaganfalle, die durch ein Vorhofflimmern ausgelst werden, sekundarpraventiv auf andere
Weise behandelt werden. Die Antikoagulation mit Warfarin senkt das Risiko eines Schlaganfalls
bei Vorhofflimmern um 68% (Goldstein et al. 2001). Wenn Patienten, die an Vorhofflimmern
leiden, in diese Studie aufgenommen wirden, wére davon auszugehen, dass der Anteil der
Patienten mit einem erhéhten hsTropT im Gesamtkollektiv noch anstiege. Meshkat et al. zeigten
in einer retrospektiv durchgefiihrten Untersuchung in Kanada, dass 13,7% aller Patienten, die
sich aus unterschiedlichen Grunden in der Klinik vorstellten und an einem Vorhofflimmern
litten, auch erhohte Troponinkonzentrationen, gemessen mit dem in der Klinik verwendeten
Standardtest, aufwiesen (Meshkat et al. 2011).

Die vorliegende Studie war bis zur Auswertung der Daten nach der Folgeuntersuchung in
doppelter Weise verblindet. Das hei3t: Weder der Untersucher noch der Patient selbst hatten zum
Zeitpunkt der Erhebung der Endpunkte ein Jahr nach dem initialen Schlaganfall Kenntnis von
den Ergebnissen der Biomarkerbestimmung.

Neben diesen methodischen Vorzigen unterliegt die Studie allerdings auch einigen
Einschrankungen. Das Troponin T ist ein Marker, der erst drei bis vier Stunden nach einem
ischamischen Ereignis aus den Kardiomyozyten freigesetzt wird und flr ca. 14 Tage erhdht
bleibt (Katus et al. 1989). Seine Konzentration unterliegt also einem gewissen zeitlichen Verlauf,
der auBer Acht gelassen wurde.

Die wesentlichsten Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems, die mit einem Anstieg des
hsTropT einhergehen kénnen, flossen in Form der Risikoscores in die Auswertung ein. In diesen
klinischen Verfahren sind renale Erkrankungen, die zu Niereninsuffizienz fuhren, allerdings
nicht abgebildet, was die Konzentration eines renal eliminierten Proteins, wie es das Troponin T
ist, beeinflussen kann. Ebenfalls nicht berlicksichtigt wurde die genaue Lokalisation des
Schlaganfalls, was maoglicherweise bei Beteiligung des Inselkortex die Freisetzung kardialer
Biomarker und auch die Prognose des Patienten mitbestimmt (siehe Kapitel 4.3, S.52).

In der multivariaten Cox-Regressionsanalyse zeigte sich, dass das hsTropT auch nach
Adjustierung an die Schwere des Schlaganfalls und den ESRS beziehungsweise den SPI-1I in

signifikanter Weise pradiktiv fur das Eintreten eines der untersuchten Endpunkte ist. Nachdem
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der Biomarker den klinischen Verfahren hinzugefugt wurde, konnte sowohl die ROC-AUC als
auch die C-Statistik nummerisch verbessert werden, diese erreichten aber das festgesetzte
Signifikanzniveau nicht. Auch nach Berechnung des NRI oder des IDI zeigte sich nicht immer
eine signifikante Verbesserung.

Die Grole der Studie ist ausreichend, um die dargelegten Zusammenhénge glaubwirdig zu
beschreiben und die Relevanz der Troponinbestimmung mit einem hochsensitiven Assay fir den
klinisch tatigen Mediziner darzulegen. Die gravierendsten Einschrankungen sind aber auf die
moderate Anzahl der Patienten sowie auf das relativ seltene Eintreten eines Endpunktes
zurilickzufuhren. So ist es im Rahmen dieser Arbeit nicht sicher méglich, einen Kklar definierten
Schwellenwert festzulegen, nach dem eine deutliche Einteilung der Patienten in eine Niedrig-
und eine Hochrisikogruppe moglich ware. Auch die sichere Integrierung des Biomarkers als
Zusatz in die klinischen Risikopradiktionsverfahren ist nicht moglich. Ein entsprechender Ansatz
sollte mit Hilfe einer groReren Kohorte von Schlaganfall-Patienten auf Basis unserer Ergebnisse
entwickelt werden. Eine erneute Validierung des Markers in einem gréReren Patientenkollektiv
ist vor dem klinischen Einsatz des hsTropT als Biomarker wiinschenswert.
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5 Zusammenfassung

Die zerebrale Ischamie in Form eines Schlaganfalles oder einer TIA ist in den Industriestaaten
eine der hdaufigsten Todesursachen sowie der bedeutendste Grund flr langanhaltende
Behinderung und die damit verbundenen gesamtgesellschaftlichen Kosten. Die meisten
ischamischen Ereignisse werden jedoch Uberlebt, hdufig ist eine nahezu vollstdndige Genesung
der Patienten moglich. Da die zerebrale Ischdmie eine Manifestationsform arteriosklerotischer
Gefallveranderungen darstellt, ist es in der Sekundarprévention nach einem solchen Ereignis
wichtig, neben der Ermittlung des Letalitatsrisikos auch eine gezielte Risikobestimmung anderer
Expressionen der Arteriosklerose durchzufiihren.
In dieser Arbeit wurde die prognostische Wertigkeit neuer kardiovaskularer Biomarker
(NTproBNP, proANP, H-FABP, GDF-15 und hsTropT) flr das Eintreten eines bedeutenden
kardiovaskularen Ereignisses (BKE) oder des Todes jeglicher Ursache ermittelt. Zu diesem
Zweck wurden 281 Patienten, die sich mit einer zerebralen Ischédmie in der Universitatsmedizin
in Gottingen vorstellten, ein Jahr nach dem initialen Ereignis untersucht.
Die erhobenen und statistisch analysierten Daten zeigen, dass in der univariaten Cox-
Regressionsanalyse GDF-15 (P=0,009), H-FABP (P=0,023) und hsTropT (P=0,001) signifikant
fir das Eintreten eines BKEs waren. Fir die Pradiktion des Todes jeglicher Ursache erreichten
hsTropT (p<0,001), GDF-15 (p=0,007) sowie NTproBNP (p=0,050) das Signifikanzniveau. Die
multivariate Regressionsanalyse ergab, dass einzig das hsTropT prognostische Bedeutung hatte,
sowohl fir das Eintreten eines kardiovaskuléren Ereignisses als auch des Todes des Patienten.
Die Vorhersagekraft des Proteins war dabei etablierten klinischen Verfahren zur
Risikopréadiktion, wie dem ESRS und dem SPI-Il, Uberlegen. Unter Bertcksichtigung dieser
beiden Risikoscores in der multivariaten Analyse konnte die Unabhangigkeit des hsTropT von
anderen Einflussfaktoren, die im Zusammenhang mit pathologischen Prozessen des Herz-
Kreislauf-Systems stehen, nachgewiesen werden.
Um diesen Biomarker jedoch in der klinischen Routinediagnostik sicher und zweckmalig
integrieren zu konnen, ist eine Validierung der ermittelten Daten in einer groReren Kohorte
sinnvoll. Dies bezieht sich insbesondere auf die Problematik, einen Grenzwert zu etablieren, mit
dessen Hilfe Patienten in Hoch- und Niedrigrisikogruppen eingeteilt werden konnen. Eine
Verbesserung der Risikopradiktion nach einer zerebralen Ischdmie wurde letztlich dem Patienten
in  Form einer gezielten, risikoadaptierten Sekundarpravention nitzen und die
Langzeitentwicklung nach dieser Erkrankung verbessern.
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