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2. Einleitung

Der Schlaganfall ist eine haufige Erkrankung und stellt weltweit die zweithaufigste Ursache fir Tod
sowie langfristige Behinderung dar'. Sowohl die Anwendung zugelassener Therapien als auch die
Etablierung neuer Therapien durch randomisiert kontrollierte Studien werden jedoch durch die
ausgepragte Heterogenitat der Erkrankung sowie die unzureichende Genauigkeit und Verfligbarkeit der
aktuell vorhandenen diagnostischen Untersuchungen erschwert?: (i) die Differenzierung zwischen
Patienten mit ischamischem Schlaganfall und Patienten mit Schlaganfall-ahnlichen Erkrankungen
(,Stroke Mimics‘) gelingt in der Akutphase durch verfiigbare bildgebende Untersuchungen nur
unzureichend?, ist aber fiir die Anwendung zugelassener Therapien wie der systemischen Thrombolyse
wichtig; (ii) Lokalisation, Progression und finales Ausmal des neuronalen Schadens nach Schlaganfall
variieren stark und haben groRen Einfluss auf das Langzeitergebnis*®, werden aber nur unzureichend
bildgebend gemonitort; (iii) aktuelle Empfehlungen zur sekundarprophylaktischen Therapie nach
Schlaganfall basieren auf diagnostischen Prozessen, die nicht die individuelle Schlaganfallursache,
sondern Komorbiditaten detektieren, z.B. Vorhoffimmern und Makroangiopathie, und dies nur
unzureichend genau, sodass in bis zu 40 % aller Patienten keine Atiologie identifiziert werden kann®;
(iv) systemische Prozesse nach Schlaganfall, z.B. kardiale Dysfunktion, Immunsuppression und
Katabolismus, werden nicht systematisiert erfasst” und dementsprechend nur teilweise therapiert; und
(v) experimentelle Anstrengungen die Heterogenitdt des ischamischen Schlaganfalls besser zu
verstehen haben zu Konzepten wie Thromboinflammation® und Reperfusionsschaden® gefiihrt, konnten

aber bisher aufgrund fehlender Diagnostik nicht in den klinischen Alltag Gbertragen werden.

Eine prazisere und umfangreichere Diagnostik stellt dementsprechend eine tragende Saule einer
zuklinftig verbesserten Schlaganfallversorgung dar. Aktuell in der klinischen Routine etablierte
diagnostische Untersuchungen basieren im Wesentlichen auf der bildgebenden Darstellung des
Gehirns und seiner Gefalle, ergdnzenden EKG-Untersuchungen und einem Standard-Panel von etwa
30 Laborwerten. Letzterem gegeniiber stehen etwa 3.500 im Blut zirkulierende Proteine’®, 25.000
Metabolite’ und tausende RNA-Molekiile. Die Darstellung lokaler und systemischer Prozesse nach
Schlaganfall durch longitudinale Quantifizierung des zirkulierenden Transkriptoms, Proteoms und
Metaboloms'? konnte ein wesentlicher Bestandteil zukiinftiger Prazisionsmedizin sein'®, die Diagnose
und personalisierte Behandlung™ lenkt. Ein Ziel der Prazisionsmedizin ist es damit unterschiedliche,
vielleicht sogar individuelle Pathophanotypen aufzudecken und fiir diese geeignete und effektive
Therapien zu identifizieren'. Ins Blickfeld dieser Anstrengungen gerat zunehmend auch der Einfluss
der Tageszeit auf (patho)-physiologische Prozessen nach Schlaganfall. Die durch auRere Zeitgeber wie
Licht determinierte innere Uhr beeinflusst molekulare, zellulare und systemische Vorgange und

moduliert so die Wertigkeit diagnostischer Tests und die Effizienz von Therapien.
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3. Ergebnisse und Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es mithilfe von Omics-Technologien sowie anderen hochsensitiven
Analyseverfahren blut-basierte Biomarker fiir pathophysiologische Prozesse der Akutphase des
ischamischen Schlaganfalls zu identifizieren, die die Diagnostik und damit therapeutische
Entscheidungsprozesse im klinischen Alltag unterstitzen kénnten.

Basis der nachfolgenden Arbeiten stellt die CIRCULAting biomarkers after Stroke (CIRCULAS) Studie
dar, die der Habilitand 2014 initiiert hat um diagnostische und prognostische Biomarker fiir die
Schlaganfallakutphase zu identifizieren. Mit insgesamt > 3.000 rekrutierten Patienten (Ischdmischer
Schlaganfall N > 1.500, Hamorrhagischer Schlaganfall N > 250, Transitorische ischdmische Attacke N
> 400, Stroke Mimics N > 700, neurologisch normale Kontrollprobanden N > 250) stellt CIRCULAS
mittlerweile eine der weltweit groRten Studien mit seriellem Sampling in der Schlaganfallakutphase dar.

3.1 Zirkulierende microRNAs als Biomarker fiir den akuten Schlaganfall

Die frihe Erkennung von Schlaganfallpatienten ist fir ihre Triagierung und Therapie elementar. Bis zu
50 % der Patienten mit ischdmischem Schlaganfall zeigen bei Aufnahme jedoch keine Auffalligkeiten in
der Computertomographie (CT)-Bildgebung'®. microRNAs (miRNAs) sind kleine nicht-kodierende
RNAs, die intrazelluldr die genetische Expression posttranskriptionell modifizieren'®'”. Sie werden
jedoch auch aktiv und passiv aus Zellen in die Zirkulation sezerniert, gebunden an Proteinkomplexe
oder mithilfe von extrazellularen Vesikeln transportiert und vermitteln so Signale zwischen Zellen'®.
Durch ihre hohe Stabilitat im peripheren Blut sowie zelltypspezifische Expression'® zeigen miRNAs
Potential als diagnostische und prognostische Biomarker fiir verschiedene Krankheitsentitaten's-2".

In dieser Studie?? untersuchten wir in einem Fall-Kontroll-Design, ob zirkulierende miRNAs zwischen
Patienten mit ischdmischem Schlaganfall, Patienten mit transitorisch ischamischer Attacke und
neurologisch gesunden Patienten differentiell exprimiert sind und miRNAs dementsprechend bei der
Erkennung von Patienten mit ischdmischem Schlaganfall dienlich sein kdnnten. In einem Discovery-
Validation-Ansatz verglichen wir zunachst mittels RNA-Sequenzierung aus bei Krankenhausaufnahme
gesammelten Plasmaproben isolierte RNA von 20 Patienten mit ischamischem Schlaganfall mit
Plasmaproben von 20 gematchten gesunden Probanden (Abb. 1A, B). Von den 32 identifizierten
mMiRNAs konnten drei miRNAs, miR-125a-5p, miR-125b-5p und miR-143-3p, in einer unabhangigen
Kohorte von 40 Patienten mit ischdmischem Schlaganfall und 40 gematchten gesunden Probanden
mittels quantitativer PCR validiert werden (Abb. 1A). Alle drei miRNAs zeigten ebenfalls in einer
unabhangigen Replikationskohorte hdhere zirkulierende Level bei Patienten mit ischdmischem
Schlaganfall (N=200) im Vergleich zu Patienten mit transitorisch ischamischer Attacke (N=72) und
gesunden Probanden (N=100, Abb. 1A, C).



Abbildung 1. Differentielle Expression von miRNAs nach Schlaganfall. (A) Studienprofil mit lllustration des Discovery-
Validierung-Replikations-Ansatzes. (B) Volcano Plot zur Darstellung der RNA-Sequenzierungsergebnisse fiir den Vergleich von
Patienten mit ischdmischem Schlaganfall und gesunden Probanden. Die gestrichelte Linie stellt den false discovery rate (FDR)-
adjustierten p-Wert von 0.05 dar. Individuelle miRNAs sind mit ihrem FDR-adjustierten p-Wert und dem korrespondierenden
Verhaltnis zwischen den beiden Gruppen dargestellt. Die Intensitat der Farbe blau stellt die durchschnittliche Expression dar
(Normalisierungsalgorithmus EdgeR). miRNAs sind namentlich gekennzeichnet, wenn sie eine differentielle Expression in beiden
Normalisierungsalgorithmen (EdgeR und DESeq?2) zeigten. (C) Alle drei validierten miRNAs zeigten erhdhte zirkulierende Level
im Plasma von Patienten mit ischamischem Schlaganfall im Vergleich zu Patienten mit transitorisch ischamischer Attacke und
gesunden Probanden in einer Replikationskohorte. qRT-PCR, quantitative real-time polymerase chain reaction; RNA-Seq, RNA-
Sequenzierung; IS, ischamischer Schlaganfall; HC, gesunde Probanden; TIA, transiente ischdmische Attacke. miRNAs,
microRNAs. Abbildung modifiziert nach Tiedt et al., Circulation Research, 2017.
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In einer longitudinalen Analyse bis zu Tag 90 nach Schlaganfall zeigte sich fiir alle drei miRNAs eine
Reduktion an Tag zwei nach Schlaganfall im Vergleich zum Zeitpunkt der Krankenhausaufnahme.
Waéhrend die Level von miR-125a-5p bis zu Tag 90 wieder anstiegen, blieben die Level von miR-143-
3p und miR-125b-5p ab Tag zwei auf dem Niveau der gesunden Probanden. miR-125b-5p und miR-
143-3p zeigten eine signifikante Assoziation mit der Symptomschwere entsprechend der National
Institutes of Health Stroke Scale (NIHSS). Keine der drei miRNAs zeigte eine Assoziation mit einer der
Schlaganfallatiologien oder mit Infarktvolumen. Wahrend die Level aller drei miRNAs in einem
Plattchen-Spike-In-Experiment mit ansteigenden Plattchenmengen anstiegen, zeigte sich keine
Veranderung ihrer zirkulierenden Level nach experimentellen Schlaganfall. Auch ihre intra- und
extrazelluldre Expression nach chemisch induzierter Hypoxie von Neuroblasten in vitro zeigte keine
Veranderung, kumulativ darauf hinweisend, dass die drei miRNAs im Rahmen der Plattchenaggregation
und nicht im Rahmen der zerebralen Schadigung freigesetzt werden konnten. Diese drei miRNAs
konnten zwischen Patienten mit ischamischem Schlaganfall und gesunden Probanden mit einer
Sensitivitat von 85 % und einer Spezifitdt von 76.3 % unterscheiden (Area under the curve (AUC) =
0.90, Replikationskohorte). Die Sensitivitat der drei miRNAs lag damit héher als die der multimodalen
Computertomographie im Rahmen der Routineversorgung (72.5 %) sowie als die von zuvor berichteten
Biomarkern fiir den akuten Schlaganfall (Interleukin 6, Neuronen-spezifische Enolase (NSE))?2. Unsere
Ergebnisse weisen den Weg fiir grofRere Studien zur Detektion des vollen Potentials dieser drei
miRNAs. Besonderes Augenmerk sollte dabei auch auf die Untersuchung ihres Werts zur
Differenzierung von Patienten mit ischamischem Schlaganfall von Patienten mit Stroke Mimics gelegt

werden.

3.2 Neurofilament Leichte Kette als neuroaxonaler Schadensmarker nach Schlaganfall

Die Darstellung des AusmalRes und der Progression des neuronalen Schadens nach GefaRverschluss
bestimmen Therapie und Prognose von Patienten mit Schlaganfall®. Bildgebende Verfahren wie
Computer- oder Magnetresonanztomographie zeigen dabei eine eingeschrankte Sensitivitat oder
Verfligbarkeit. Ein glinstiger, einfach und schnell zu bestimmender Biomarker, der akuten neuronalen
Schaden anzeigt, ware ideal. Friihere Studien einen blutbasierten Biomarker fir neuronalen Schaden
nach Schlaganfall zu etablieren untersuchten NSE?3, das gliale fibrillare Saureprotein (GFAP)?* und das
S100 Calcium-bindende Protein B (S100B)?. Diese zeigten im Vergleich zu klinisch etablierten Markern
fir Gewebeschaden wie den kardialen Troponinen und Myoglobin einen verzdgerten Anstieg friihestens
24 Stunden nach Symptombeginn. Neurofilament Leichte Kette (NfL) ist ein neuronales Strukturprotein,
das nach neuroaxonalem Schaden in den Extrazellularraum freigesetzt wird?®. Serum NfL-Level steigen
im Alter und bei verschiedenen neurologischen Erkrankungen wie Multipler Sklerose?” und
neurodegenerativen Erkrankungen?® an. In dieser Studie?® nutzten wir einen ultrasensitiven Einzel-
Molekil-Assay um den Wert von zirkulierendem NfL als Biomarker fir primaren und sekundéaren
neuroaxonalen Schaden nach ischdmischem Schlaganfall zu bestimmen. Ahnlich zu den zuvor
untersuchten Kandidaten zeigte auch NfL einen verspateten Anstieg mit einem Peak sieben Tage nach
Symptombeginn (Abb. 2A). Patienten mit gréReren Infarkten zeigten hdhere NfL-Werte, besonders nach
mehr als 50 Stunden nach Symptombeginn (Abb. 2B). In der Tat zeigten NfL-Werte sieben Tage nach

6



Symptombeginn eine exzellente Korrelation mit finalem Infarktvolumen, auch in adjustierten Analysen
(Abb. 2C). Bei Krankenhausaufnahme dagegen zeigten NfL-Werte keine Assoziation mit finalem

Infarktvolumen und wurden hauptsachlich durch das Alter bestimmt (Abb. 2C, D). Sechs Monate nach

Schlaganfall zeigten sich im Vergleich zu gesunden Probranden immer noch erhdhte NfL-Werte (Abb.
2A).

Abbildung 2. Zirkulierendes NfL als Biomarker fiir primaren und sekundéren neuroaxonalen Schaden nach Schlaganfall.
(A) NfL zeigte einen verzdgerten Anstieg bis sieben Tag nach Symptombeginn. Von Krankenhausaufnahme bis sechs Monate
nach Schlaganfall zeigten Patienten mit Schlaganfall erhdhte NfL-Werte im Vergleich zu gesunden Probanden. (B) Patienten mit
gréBeren Infarkten zeigten hohere NfL-Werte, besonders nach 50 Stunden nach Symptombeginn. (C) NfL-Werte an Tag sieben,
nicht aber an Tag eins nach Symptombeginn, zeigten eine signifikante Assoziation mit Infarktvolumen. (D) Wahrend NfL-Werte
an Tag eins wesentlich durch Alter getrieben wurden, war an Tag sieben Infarktvolumen der wesentliche Treiber fiir NfL-Werte.
(E) Patienten mit neuen Lasionen, besonders DWI-positiven Lasionen (rot) zeigten héhere NfL-Werte sechs Monate nach
Schlaganfall als Patienten ohne Lasion. (F) 90. Perzentile der Delta Mean Diffusivity als quantitatives MaR fir den Schaden weil3er
Fasertrakte. (G) WeilRe Fasertrakte ipsilateral zur Lasion zeigten groRere Desintegration als Fasertrakte kontralateral zur Lasion.
(H) NfL-Werte zeigten eine signifikante Assoziation mit der Desintegration weil3er Fasertrakte. (I) NfL-Werte an Tag sieben nach
Schlaganfall waren signifikant mit dem funktionellen Ergebnis 90 Tage nach Schlaganfall assoziiert. (J) NfL-Werte an Tag sieben
nach Schlaganfall zeigten individuell héheren pradiktiven Wert als der NIHSS-Score an Tag sieben sowie das Infarktvolumen.
Durchgezogene Linien Uber Box Plots stellen einen p-Wert < 0.05 dar. OR, odds ratio; D1, Tag 1; HC, gesunde Probanden; IS,
ischamischer Schlaganfall; NfL, Neurofilament Leichte Kette; MRS, modified Rankin Scale; h, Stunden; MD, mean diffusivity; kon,
kontralateral; ipsi, ipsilateral; NIHSS, National Institutes of Health Stroke Scale. Abbildung modifiziert nach Tiedt et al., Neurology,
2018.

Der systematische Vergleich von MRT-Aufnahmen sechs Monate nach Schlaganfall im Vergleich zum

Akutaufenthalt zeigte, dass Patienten mit neuen Lasionen, vor allem diffusion weighted imaging (DWI)-
7
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positiven Lasionen, héhere NfL-Werte nach sechs Monaten zeigten als Patienten ohne neue Lasionen
(Abb. 2E). Darliber hinaus zeigte sich nach sechs Monaten eine signifikante Verschiebung der 90.
Perzentile der durchschnittlichen Diffusivitat ipsilateral im Vergleich zur kontralateralen Seite der Lasion
(Abb. 2F, G), hinweisend auf eine Desintegration von weilen Fasertrakten und damit sekundare
Neurodegeneration. NfL zeigte eine signifikante Assoziation mit diesem bildgebenden Marker fir
neuroaxonalen Schaden (Abb. 2H), kumulativ darauf hinweisend, dass NfL ein zirkulierender Biomarker
fur primaren und sekundaren neuroaxonalen Schaden ist. AbschlieRend untersuchten wir den
prognostischen Wert von NfL sieben Tage nach Schlaganfall fur das funktionelle Ergebnis nach 90
Tagen. NfL zeigte einen von anderen Variablen unabhangigen pradiktiven Wert fur die Vorhersage des
funktionellen Ergebnisses nach drei Monaten (Abb. 2I) und war individuell Infarktvolumen und dem
pramorbiden Status Uberlegen (Abb. 2J)?°. Auf unseren Ergebnissen aufbauend sollten zukinftige
Studien den Wert von NfL als Surrogatmarker fir funktionelles Outcome untersuchen. Idealerweise
konnte der Einsatz von NfL den Effekt einer Behandlung praziser darstellen und damit dazu fiihren,

dass randomisiert kontrollierte Studien weniger Patienten rekrutieren muissen.

3.3 Zirkulierende Metabolite zur Differenzierung von Schlaganfall und Stroke Mimics

Der klinische Einsatz eines Biomarkers in der Akutphase des Schlaganfalls setzt idealerweise eine
schnell und einfach durchzufiihrende sowie 6rtlich flexibel einzusetzende Point-of-Care (POC)-Testung
voraus. Wahrend diese fliir miRNAs und NfL aktuell nicht verfligbar oder absehbar ist, zeigen neue
technische Entwicklungen die Moglichkeit einer Point-of-Care (POC)-Testung fiir Metabolite auf. Mittels
eines lyophilisierten Sensorproteins und eines speziellen Reaktionspuffers kénnen bestimmte
Metabolite innerhalb von 15 Minuten durch eine Standard-Kamera quantifiziert werden®C. Wir
untersuchten friihe Veranderungen des zirkulierenden Metaboloms um zwischen Patienten mit
ischamischem Schlaganfall und Patienten mit Stroke Mimics in der Akutphase unterscheiden zu kénnen
— eine Differenzierung, die klinisch und bildgebend mittels haufig nur verfigbarer Computertomographie
schwerfallt3, aber fir die Therapieentscheidung zur systemischen Thrombolyse wichtig ist. In dieser
Studie®! untersuchten wir mittels einer globalen Massenspektrometrie-basierten Metabolomics-
Plattform das zirkulierende Metabolom von Patienten mit ischamischem Schlaganfall in der Akutphase
im Vergleich zu gesunden Probanden und Patienten mit schlaganfall-ahnlichen Erkrankungen
(sogenannte ,Stroke Mimics®, z.B. Migraneattacke, epileptischer Anfall; Abb. 3A)). Von etwa 700
untersuchten zirkulierenden Metaboliten zeigten 49 unterschiedliche Level zwischen Patienten mit
ischamischem Schlaganfall und gesunden Probanden in der Discovery-Kohorte. 41 Metabolite davon
bestatigten sich in einer unabhangigen Validierungskohorte, wovon sich u.a. in der Klasse der Lipide

signifikante Korrelationen zwischen den Metaboliten zeigten (Abb. 3A, B).



Abbildung 3. Zirkulierende Metabolite zur Differenzierung von ischamischen Schlaganfall und Stroke Mimics. (A)
Studiendesign und analytische Strategie. (B) Endogene Metabolite mit unterschiedlichen Leveln zwischen Schlaganfallpatienten
und gesunden Probanden zeigen z.T. signifikante Korrelationen untereinander. (C) ADMA, SDMA, Pregnenolonsulfat und
Adenosin zeigen den hochsten Wert in einer Random Forest Variablenwichtigkeitsanalyse zur Differenzierung von Patienten mit
Schlaganfall und Patienten mit Stroke Mimics. (D) Das Set der vier Metabolite (M-Set) konnte besser zwischen den beiden
Entitaten unterscheiden als die CT-Bildgebung. (E) Alle vier Metabolite waren mit der Akutphase assoziiert. (F) SDMA zeigte eine
signifikante Assoziation mit kardioembolischer Schlaganfallgenese. (G) Pregnenolonsulfat zeigte eine signifikante Assoziation mit
Infarktvolumen. Durchgezogene Linien Uber Box Plots stellen einen p-Wert < 0.05 dar. ADMA/SDMA, (a)symmetrisches
Dimethylarginin; LVD, large vessel disease; CE, kardioembolisch; SVD, small vessel disease; Ander., andere Atiologien; Unbek.;
unbekannte Atiologie; IS, ischamischer Schlaganfall; SM, Stroke Mimics; CT, Computertomographie; MS, Massenspektrometrie.
Abbildung modifiziert nach Tiedt et al., Annals of Neurology, 2020.
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In einer Random Forest Variablenwichtigkeitsanalyse zeigten asymmetrisches und symmetrisches
Dimethylarginin (ADMA, SDMA), Pregnenolonsulfat sowie Adenosin den groften Wert zur
Differenzierung von Patienten mit ischdmischem Schlaganfall und Patienten mit Stroke Mimics (Abb.
3C). Diese vier Metabolite konnten sowohl in der Validierungs- als auch in der Replikationskohorte
(N=969) besser zwischen den beiden Krankheitsentitdten unterscheiden als die multimodale
Computertomographie (AUC = 0.90-0.91 (M-Set) vs. 0.73-0.80 (CT), Abb. 3D). Wahrend ADMA, SDMA
und Pregnenolonsulfat erhdhte Werte bei Krankenhausaufnahme im Vergleich zu 90 Tage nach
Schlaganfall sowie gesunden Probanden zeigten, war Adenosin in der Akutphase erniedrigt (Abb. 3E).
SDMA zeigte signifikant erhdhte Werte bei Patienten mit kardioembolischer Schlaganfallgenese im
Vergleich zu anderen Atiologien, entsprechend vorherigen Berichten®, alle anderen Metaboliten zeigten
keine Assoziation mit einer der Atiologien (Abb. 3F). Pregnenolonsulfat war der einzige Metabolit, der
eine signifikante Assoziation mit Infarktvolumen zeigte (Abb. 3G). Alle vier Metabolite wurden bereits
mit Schlaganfall-spezifischen pathophysiologischen Prozessen in Zusammenhang gebracht: ADMA
und SDMA sind endogene Inhibitoren der Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS) und wurden
dementsprechend mit erhohtem Risiko fiir kardiovaskulare Ereignisse in Verbindung gebracht®:.
Adenosin ist ein Vasodilatator, inhibiert Inflammation und wirkt neuroprotektiv®*. Zukinftige Studien
kénnten untersuchen, ob erniedrigte Adenosin-Level in der Akutphase tatsachlich mit unginstigen
Outcome nach Schlaganfall assoziiert sind. Pregnenolonsulfat wird in der Nebenniere, aber auch lokal
im Gehirn synthetisiert und kann frei Uber die Blut-Hirn-Schranke passieren. Ob die von uns
beobachteten erhdhten Level in der Akutphase sowie die signifikante Assoziation mit Infarktvolumen
tatsachlich auf eine Freisetzung aus dem Gehirn zuriickzufiihren ist, sollte dezidiert untersucht werden.
Neben diesen pathophysiologischen Verbindungen zeigt unsere Studie, dass die Kombination dieser
vier Metabolite einen diagnostischen Mehrwert fiir eine klinisch relevante Fragestellung hat. Level dieser
vier Metabolite sollten dementsprechend weiter in grofleren unabhangigen Kohorten untersucht

werden, idealerweise mittels einer POC-Testung.

3.4 Stratifizierung des Schlaganfallrisikos mittels zirkulierender Metabolite

Das zirkulierende Metabolom reflektiert lokale und systemische Prozesse und informiert
dementsprechend sowohl Uber subklinische Krankheitsstadien als auch Krankheitsmechanismen wie
beispielhaft gezeigt fiir Studien im Bereich maligner Erkrankungen®®, Diabetes Mellitus®, und
kardiovaskularer Erkrankungen’:3®. Neben akuten Prozessen konnen durch die Untersuchung des
zirkulierenden Metaboloms auch chronische subklinische Prozesse und Mechanismen der
Krankheitsentstehung besser verstanden werden. In dieser Studie®® untersuchten wir in Kollaboration
mit Kollegen der University of Texas, ob zirkulierende Metabolite zur Schlaganfallrisikopradiktion
beitragen kdnnen. In Serumproben von 3904 Teilnehmern der Atherosclerosis Risk in Communities
Study (ARIC) waren zwei langkettige Dicarboxylsduren, Tetradecanedioat und Hexadecanedioat, in
unadjustierten und adjustierten Modellen mit inzidentem Schlaganfall assoziiert. Diese Ergebnisse

konnten in einem Fall-Kontroll-Design unserer CIRCULAS-Studie validiert werden (Tabelle 1). In
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nachfolgenden Analysen zeigten sich diese Assoziationen auf kardioembolischen Schlaganfall
beschrankt. Beide Metabolite zeigten ebenfalls eine signifikante Assoziation mit Vorhofflimmern.

Tabelle 1. Assoziation von zwei Dicarboxylsauren mit inzidentem Schlaganfall. Analysen in der ARIC-Studie basieren auf
Cox proportional hazard Modellen: Model 1: adjustiert flr Alter, Geschlecht, Abstammung, Center und Batch; Model 2: zusatzlich
adjustiert fir Diabetes, Bluthochdruck, Rauchen, BMI und eGFR. Analysen in der CIRCULAS-Studie basieren auf logistischen
Regressionsmodellen mit Metaboliteneleveln als unabhangige Variable und Schlaganfall- vs. Kontroligruppe als abhangiger
Variable: Model 1: adjustiert fir Alter und Geschlecht; Model 2: zusétzlich adjustiert Plattchenzahl, Glukose-Level, BMI und eGFR.
Dargestellt sind die FDR-adjustierten p-Werte. ARIC, Atherosclerosis Risk in Communities Study; CIRCULAS, circulating
biomarkers after Stroke; OR, odds ratio; Cl, Konfidenzintervall; eGFR, geschatzte glomerulére Filtrationsrate. Tabelle modifiziert
nach Sun, Tiedt et al. Neurology, 2019.

Beide Dicarboxylsauren werden durch w-Oxidation im endoplasmatischen Retikulum generiert. Dieser
Stoffwechselweg wird besonders aktiv, wenn die normale mitochondriale 3-Oxidation defekt ist. Ob
erhdhte Level bei Patienten mit einem erhéhten Risiko fiir kardioembolischen Schlaganfall tatsachlich
aus dysfunktionalen Kardiomyozyten im Vorhof dieser Patienten stammen, missen zukiinftige
experimentelle Studien zeigen. Zukiinftige Studien kdnnten darlber hinaus darauf fokussieren, ob die
Integration der zirkulierenden Level dieser beiden Metabolite in klinische Risiko-Scores die

Vorhersagekraft dieser bestehenden Scores verbessert.

3.5 Diurnale Rhythmik des Infarktwachstums nach Schlaganfall

Eine prazisere Schlaganfallversorgung erfordert neben zusatzlichen Biomarkern die Bertlicksichtigung
von verschiedenen demographischen und klinischen Variablen um fir den einzelnen Patienten
bestmodgliche Therapieentscheidungen treffen zu kdénnen. Sowohl im klinischen als auch
experimentellen Schlaganfallbereich bisher nicht ausreichend untersucht worden ist der Einfluss der
Tageszeit des Schlaganfallbeginns auf das Outcome nach Schlaganfall sowie die Effizienz
verschiedener Therapien. Tag-Nacht-abhangige Umgebungsfaktoren wie Licht und Erndhrung fiihren
und synchronisieren unsere zelluldren Uhren um zirkadiane Rhythmen von Verhalten und Physiologie
zu generieren, z.B. von Schlaf-Wach-Rhythmen, Metabolismus*®, Immunsystem*', und der
Ausschuttung verschiedener Hormone wie Cortisol*?. Die Kern-Gene unserer inneren Uhr modifizieren
dabei bis zu 40 % all unserer Gene, inklusive solchen, die Apoptose-Mechanismen*? und andere fir
das neuronale Uberleben nach Schlaganfall relevante Stoffwechselwege regulieren.** In einer jingeren
experimentellen Schlaganfallstudie*® konnte zudem gezeigt werden, dass in der inaktiven Phase von
Nagetieren induzierte Schlaganfalle (wahrend des Tages) grofiere Infarktprogression sowie
neuroprotektive Behandlungseffekte zeigten im Vergleich zu Schlaganfallen, die in der aktiven Phase
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(wahrend der Nacht) induziert wurden. Wir untersuchten nun erstmals, ob sich auch nach humanem
Schlaganfall eine tageszeitliche Abhangigkeit der Infarktprogression zeigt*®. In Kollaboration mit
Kollegen aus Basel und Gottingen poolten wir prospektiv gesammelte CT-Perfusionsdatenséatze von
583 Patienten mit ischdmischen Schlaganfall durch Verschluss eines groRen Gefalles der vorderen
Strombahn. Sowohl in linearen als auch sinusoidalen Regressionsmodellen adjustiert fir Alter, Zeit
zwischen Symptombeginn und Bildgebung, Kollateralen-Score und Center zeigten Patienten mit
nachtlichem Symptombeginn (Peak ~ 23 Uhr) ein gréfReres ischamisches Kernvolumen im Vergleich zu
anderen Tageszeiten (Abb. 4A).

Abbildung 4. Tageszeitliche Abhangigkeit des ischdmischen Kernwachstums nach Schlaganfall. Tageszeitliche
Abhangigkeit zeigte sich in linearen (oben) und sinusoidalen (unten) Regressionsmodellen flr den ischamischen Kern (A) und
den Mismatch-Quotient (B), nicht jedoch fiir das Penumbravolumen (C). (D) Das ischamische Kernwachstum zeigte sich héher
in der Nacht als am Tag, besonders in der Anfangsphase nach Symptombeginn. Abbildung modifiziert nach Reidler et al., JNNP,
2021.

Dieser Effekt war unabhangig vom totalen ischamischen Volumen, da sich ein entgegengesetzter Effekt
fir den Mismatch-Quotienten zeigte (Kernvolumen / totales ischamisches Volumen; Abb. 4B). Fir das
penumbrale Volumen zeigte sich dabei keine tageszeitliche Abhangigkeit (Abb. 4C). In einer
Folgeanalyse zeigte sich in der Tat, dass das Wachstum des ischdmischen Kerns in der Nacht schneller
ist als am Tag, besonders in der Anfangsphase nach Symptombeginn (Abb. 4D). Diese Ergebnisse
kdénnten, wenn in anderen Kohorten bestatigt, sowohl Bedeutung fiir klinische Studien der
Neuroprotektion und Rekanalisation als auch fiir die klinische Schlaganfallversorgung haben. Uber die
Biomarker-abhangige Detektion interindividueller Differenzen hinaus kénnte die Berlicksichtigung der

jeweiligen Tageszeit die zukiinftige Schlaganfallversorgung noch praziser machen.
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4. Zusammenfassung und Ausblick

Unsere bisherigen Analysen zeigen zum einen, dass verschiedene molekulare Entitdten (miRNAs,
Proteine, Metabolite) als zirkulierende Biomarker in der Akutphase des Schlaganfalls Potential zeigen,
und zum anderen, dass sich keiner dieser Marker aktuell ohne weitere Studien und technische
Weiterentwicklungen in die klinische Praxis integrieren lasst: (i) in einem Discovery-Validierung-
Replikation-Ansatz mit drei unabhangigen Kohorten konnten drei miRNAs identifiziert werden, deren
Sensitivitat zur Erkennung von Patienten mit ischamischem Schlaganfall im Vergleich zu gesunden
Probanden der Sensitivitat der multimodalen CT-Bildgebung tberlegen war. Gleichzeitig zeigte sich
eine fir den klinischen Alltag unzureichende Separierung zwischen Patienten mit ischamischem
Schlaganfall und Patienten mit transitorisch ischamischer Attacke — eine fiir therapeutische
Entscheidungsprozesse viel relevantere Fragestellung. Zudem ist die quantitative Analyse von miRNAs
ein mindestens mehrere Stunden dauernder Prozess — Zeit, die in der Akutphase des Schlaganfalls
nicht vorhanden ist. Technische Weiterentwicklungen sind notwendig um miRNAs reliabel, absolut und
schnell quantifizieren zu kénnen; (ii) Serum NfL zeigt vielversprechende Wertigkeit als Biomarker fur
primaren und sekundaren neuroaxonalen Schaden nach Schlaganfall. Gleichzeitig konnte auch mithilfe
eines ultrasensitiven ELISA-Verfahrens zur NfL-Quantifizierung keine ausreichende Separierung von
Patienten mit ischdmischen Schlaganfall und einer Kontrollgruppe bei Krankenhausaufnahme geleistet
werden: NfL-Werte zeigten ihr Maximum erst sieben Tage nach Schlaganfall und stellen damit keine
diagnostische Hilfe zur schnellen Detektion von neuronalem Schaden fiir den klinischen Alltag dar. Viel
eher konnte Serum NfL in der Zukunft eingesetzt werden um langfristige Therapieeffekie
vorherzusagen. Konzeptionell erfassen Serum NfL-Werte neuronalen Untergang hochsensitiv. NfL-
Werte konnten somit ein genaueres Mal} fiir Therapie-bedingte funktionelle Erholung sein als die
bildgebende Darstellung des zerebralen Schadens (,Infarktvolumen®) und der aktuelle Goldstandard,
das funktionelle Ergebnis nach 90 Tagen. Die Ergebnisse. aktuell laufender Studien, die untersuchen,
ob NfL-Werte Behandlungseffekte auf das funktionelle Ergebnis darstellen, werden mit Spannung
erwartet; und (iii) ein Set von vier Metaboliten zeigte in unseren Analysen eine hohere Wertigkeit in der
Auftrennung von Patienten mit ischamischem Schlaganfall und Patienten mit Stroke Mimics, einer
klinisch relevanten Fragestellung bei Aufnahme eines Patienten. Diese Ergebnisse wurden jedoch unter
Anwendung einer Massenspektrometrie-basierten Plattform erzielt, die nur semiquantitative und keine
absoluten Ergebnisse liefert. Zusatzlich werden mindestens mehrere Tage von Probengewinnung bis
zum Ergebnis bendtigt, ein aktuell inakzeptabler Zeitraum um therapeutische Entscheidungsprozesse
in der Schlaganfallakutphase zu unterstiitzen. Zukiinftige Studien sollten deshalb auf die Nutzung POC-
fahiger Analysen fokussieren. Ein weiterer einschrankender Punkt ist die Anwendung eines Machine-
Learning-Algorithmus, der extern schwieriger anzuwenden und zu validieren ist. Bei allen aktuell noch
bestehenden technischen Limitationen zeigen unsere Metaboliten-Analysen jedoch, dass ein
stringenter Ansatz mit mehreren unabhdngigen Kohorten zu einem biologisch sinnvollen Set von
Metaboliten fUhrt, das eine hohe Wertigkeit fiir eine klinisch relevante Fragestellung (die Differenzierung
von Patienten mit ischdmischem Schlaganfall und Patienten mit Stroke Mimics in der Akutphase) hat.
Besonders durch die gute und weiterhin zunehmende Annotation zu Stoffwechsel- und Signalwegen

stellt die globale Analyse von Metaboliten ein wichtiges Tool zur Erkennung und Charakterisierung
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pathophysiologischer Prozesse, auch nach humanem Schlaganfall, dar. Noch gréfRerer Mehrwert, auch
fur diagnostische Fragestellungen, ist zu erwarten, wenn solche Metabolomics-Untersuchungen mit
Proteom- (Proteomics) und Genom-weiten (Genomics) Analysen sowie tiefer Kklinischer
Phanotypisierung und bildgebenden Befunden integriert werden. Wesentliche klinische
Fragestellungen, bei denen aktuelle diagnostische Algorithmen durch ihre Wertigkeit oder Verfligbarkeit
an Grenzen stof3en, sind: (i) die schnelle Erkennung von neuronalem Schaden oder ,Tissue at risk®; (ii)
die Separierung von Patienten mit verschiedenen klinisch dhnlich anmutenden Entitaten (Ischamischer
Schlaganfall vs. Hamorrhagischer Schlaganfall vs. Transitorisch ischamische Attacke vs. Stroke
Mimics), besonders in der Prahospitalphase; (iii) die Differenzierung verschiedener
Schlaganfallatiologien und Zuordnung von Patienten mit unbekannter Atiologie und ,Embolic source of
undetermined origin® vor dem Hintergrund, dass aktuelle klinische Entscheidungspfade nur
Komorbiditaten und nicht die individuelle Schlaganfallgenese bestimmen; (iv) die systematische
Erkennung systemischer Prozesse nach Schlaganfall, z.B. der Darm-Dysbiose; und (v) die Translation

experimentell etablierter Konzepte wie Thromboinflammation und Reperfusionsschaden in die Klinik.

Vollblut, Serum- und Plasmaproben stellen einfach zugangliche Biomaterialien dar, deren Potential als
Informationsfenster Uber pathophysiologische Prozesse nach Schlaganfall aktuell zu wenig genutzt
wird. Globale und hochsensitive molekulare Analysen werden, entsprechend der technischen

Weiterentwicklungen, den Weg zu einer zukiinftig praziseren Schlaganfallversorgung ebnen.
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CIRCULAS Circulating Biomarkers after Stroke — Studie
CT Computertomographie
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