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1. Einleitung

1.1. Schlaganfall

Ein Schlaganfall ist definiert als neurologisches Defizit aufgrund einer akuten fokalen
Erkrankung des zentralen Nervensystems (ZNS), vaskuldrer Genese. Hierzu zahlen
zerebrale Infarkte, intrazerebrale Hamorrhagien und Subarachnoidalblutungen
(Sacco et al., 2013). Prinzipiell wird nach der Ursache der Schlaganfille zwischen
ischdmischen (etwa 80% der Fille) und hdmorrhagischen (etwa 20%) Schlaganfallen
unterschieden (Kolominsky-Rabas et al., 1998). Bei ischamischen Schlaganfallen wird
durch die fokale Minderversorgung des Gehirns aufgrund von Stenosierung oder
Okkludierung eines GefalRes der Ausfall von Funktionen des ZNS verursacht. Es
kommt zum Sauerstoffmangel dieses Versorgungsgebietes aufgrund einer

Thrombusbildung, was zum Zelltod fuhrt (Sacco et al., 2013).

Etwa ein Drittel der akuten ischdamischen Schlaganfille sind unklarer Genese, werden
demnach als kryptogen klassifiziert und kdnnen trotz intensiver Diagnostik nicht
zugeordnet werden (Grau et al., 2001, Sacco et al., 1989, Guercini et al., 2008). Dies
stellt uns vor zahlreiche Probleme, vor allem zur sekundaren Schlaganfallprophylaxe,
die geldst werden missen. Kryptogene Schlaganfalle sollten demnach im Fokus der
Forschung in diesem Gebiet stehen (Putaala and Tatlisumak, 2014). Diese Arbeit
beschaftigt sich mit akuten ischdamischen Schlaganfallen, die mittels mechanischer
Rekanalisation und Thrombektomie therapiert worden sind sowie der histologischen
Aufarbeitung der intrakraniell geborgenen Thromben. Ziel war es durch die
Zusammensetzung der Thromben, mittels Analyse der histologischen Komponenten,
die Atiologie des Infarkts zu ermitteln. Die weiterfiihrende Untersuchung der
Thromben, inklusive spezifische immunhistochemische Farbungen, soll vor allem die

Atiologie der kryptogenen Thromben zeigen.
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1.2. Epidemiologie

Der Schlaganfall ist weltweit die zweithdufigste Todesursache und eine der
fihrenden Ursachen fiir eine Behinderung als Erwachsener (Lozano et al., 2012,
Murray et al., 2012). Die 12-Monats-Pravalenz eines Schlaganfalls oder chronischer
Beschwerden nach einem Schlaganfall liegt insgesamt bei unter 55Jahrigen unter 1%,
steigt danach aber schnell und Uberproportional auf bis zu 6,3% ab 75 Jahren an
(Busch MA, Kuhnert R, 2017). Im Jahr 2013 starben insgesamt 58.556 Personen
(35.389 Frauen und 23.167 Méanner) an einer zerebrovaskularen Erkrankung (ICD-10:
160 bis 169). Darunter zahlt als das wichtigste Krankheitsbild der Schlaganfall. Dies
entspricht 6,6% aller Todesfalle (7,4% bei Frauen, 5,4% bei Mannern). In Deutschland
ist der Schlaganfall damit die zweithdufigste Todesursache nach der koronaren
Herzkrankheit (RKI, Gesundheitsberichterstattung, 2015). Innerhalb der ersten zwolf
Monate nach einem Schlaganfall versterben etwa ein Viertel bis ein Drittel der
Patienten. Circa ein Zehntel der Uberlebenden Patienten mit einem erstmaligen
Schlaganfall erleidet innerhalb eines Jahres einen weiteren Schlaganfall (Glnster C,
2011; van den Bussche H et al., 2010). Unter den Patienten mit einem Schlaganfall
unklarer Genese sind es sogar ein Drittel, die einen weiteren Schlaganfall innerhalb

des ersten Jahres erleiden (Bang et al., 2003).

,The number of stroke patients and the healthcare costs of strokes in Germany will
rise continuously until the year 2025. Therefore, stroke prevention and reduction of
stroke-related disability should be made priorities in health planning policies.”
(Kolominsky-Rabas et al., 2006). Weltweit dndert sich die Epidemiologie der
Schlaganfalle rasch. Eine regelmafige Aktualisierung der Fallzahlen und deren
Auswirkungen sind malgebend fir die Forschung zur Weiterentwicklung von

Therapien und Praventionen (Feigin et al., 2015).
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1.3. Atiologie

Im klinischen Alltag hat sich die Klassifizierung der Subtypen akuter Schlaganfille
nach TOAST (Trial of Org 10172 in acute Stroke Treatment) etabliert. Dabei wird in
finf Kategorien nach dem Ursprung eines ischamischen Schlaganfalls unterteilt in
Makroangiopathie, kardiale Embolie, Mikroangiopathie, Schlaganfall anderer
Ursache und Schlaganfall unklarer Ursache. Die Einteilung in die Kategorien erfolgt
durch Evaluation klinischer Parameter, der Bildgebung mittels kranialer
Computertomographie  (cCT) oder  Magnetresonanztomographie  (MRT),
kardiologischer Untersuchungen, der Darstellung der extrakraniellen Gefdl3e, der
Arteriographie und der Laborparameter. Dies ermoglicht eine einfache Handhabung
der Klassifizierung sowie eine gute Reproduzierbarkeit (Adams et al., 1993). Auch
zeigte sich die Einteilung in einer der finf Kategorien als guter Prognosewert fiir das
Langzeit-Uberleben eines Schlaganfallpatienten, so dass sich die Anwendung der
TOAST Kriterien im klinischen Alltag bewdahrt hat (Kolominsky-Rabas et al., 2001).

Eine Ubersicht der Kategorien zeigt Tabelle 1.

Tabelle 1 TOAST-Kriterien (Adams et al., 1993)

Kategorie Kriterien

1 Makroangiopathie | Kortikaler, subkortikaler, zerebelldrer oder Hirnstamm-
Infarkt >1,5cm, Stenose eines hirnversorgenden GefaRes
>50%

2 kardiale Embolie Kortikaler, subkortikaler, zerebellarer oder Hirnstamm-
Infarkt >1,5cm, Herzrhythmusstorungen,
Klappenverdanderungen, Z.n. Klappenersatz, kardiale
Thromben, Endokarditis, dilatative Kardiomyopathie,
Myokardinfarkt, angeborene Herzfehler

3 Mikroangiopathie | Lakunares Syndrom, subkortikaler Infarkt < 1,5 cm
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4 Andere Ursache z.B. Vaskulopathien (Dissektionen), hdmatologische
Ursachen

5 Unklare Ursache Keine oder konkurrierende oder nicht-konklusive klinische
Befunde

TOAST 1: Unter der ersten Kategorie Makroangiopathie versteht man die
arterioarteriell-embolischen Infarkte. Diese zeigen in der Bildgebung eine Stenose
der A. carotis interna oder der A. vertebralis von lber 50% zumeist bedingt durch
Atherosklerose. Die Diagnose einer Claudicatio intermittens oder einer TIA im selben
Versorgungsgebiet in der Vorgeschichte des Patienten unterstiitzen die klinische
Diagnose eines Schlaganfalls arterioarteriell-embolischer Genese. Auch Lasionen von
uber 1,5cm Durchmesser im cCT oder MRT durch eine Thrombusbildung in gréReren
Arterien im kortikalen, subkortikalen, zerebellaren Bereich des Hirns oder des

Hirnstamms zdhlen atiologisch zu den Makroangiopathien.

TOAST 2: Die zweite Kategorie beinhaltet die Schlaganfalle verursacht durch kardiale
Embolien. Mindestens eine kardiale Ursache muss nachgewiesen werden kénnen zur
Diagnosestellung eines kardioembolischen Infarkts mit wahrscheinlicher oder
moglicherweise kardioembolischer Genese. Hierunter zahlen u.a.
Herzrhythmusstérungen, Klappenveranderungen, Z. n. Klappenersatz, kardiale
Thromben, Endokarditis, dilatative Kardiomyopathie, Myokardinfarkt. Durch
fehlende Vorhofkontraktion beim VHF etwa, kommt es vermehrt zur Bildung von
Vorhofthromben bevorzugt im linken Herzohr (Watson et al., 2009). AnschlieRend
wird der Thrombus in distale Gefdlle weitergeleitet, wo es, bei engeren
Verhaltnissen, zu einem Verschluss kommt. Klinisch und radiologisch zeigen sich die
kardioembolischen Infarkte dhnlich den arterioarteriell-embolischen Infarkten. Eine

vorangegangene TIA oder ein Schlaganfall in mehr als einem Versorgungsgebiet
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unterstitzen die klinische Diagnose eines kardioembolischen Infarktes. Tabelle 2

zeigt die Hochrisiko-Kriterien und die Kriterien fiir Patienten mit mittlerem Risiko.

Tabelle 2 Kriterien fiir kardioembolische Schlaganfélle (Adams et al., 1993)

Hohes Risiko Mittleres Risiko

Mitralstenose mit VHF Mitralring-Kalzifizierung

VHF (aulRer einmaliges VHF) Mitralstenose ohne Vorhofflimmern

Thrombus in linkem Vorhof oder Vorhof-Septum Aneurysma

Ventrikel

Sick Sinus Syndrom Persistierendes Foramen Ovale (kontrovers
diskutiert)

Kirzlicher Myokardinfarkt (< 4 Vorhofflattern

Wochen)

Dilatative Kardiomyopathie Einmaliges Vorhofflimmern

Akinetisches Segment des linken Biologische Herzklappe

Ventrikels

Atriales Myxom Nichtbakterielle thrombotische Endokarditis

Infektiose Endokardititis Angeborener Herzfehler
Hypokinetisches Segment des linken
Ventrikels
Myokardinfarkt (> 4 Wochen, < 6 Monate)

TOAST 3: Basierend auf Mikroangiopathien zeigen lakunare Infarkte, die dritte der
funf TOAST-Kategorien, ein sogenanntes lakundres Syndrom. Das klinische Bild eines

lakunaren Infarkts wurde zusammengefasst zu vier lakundaren Syndromen. Klinisch
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imponiert der Patient z.B. mit einer rein motorischen Hemisymptomatik, einer rein
sensorischen Hemisymptomatik, einer ataktischen Hemiparese oder einer gemischt
sensomotorischen Hemisymptomatik (Bamford et al., 1987). Lakunare Infarkte
befinden sich zumeist in der Capsula interna, im Bereich der Corona radiata in
den Basalganglien oder im Thalamus (Chamorro et al., 1991). Sie werden durch
Verschluss der basal tiefliegenden Arterien verursacht, durch subkortikale
Mikroangiopathien und sind demnach fiir die Therapie durch Thrombektomie nicht
zuganglich. Trotz der anatomisch kleineren Lasionen kénnen aus den lakundren
Infarkten schwerwiegende kognitive Einschrankungen resultieren (Bamford et al.,
1991, Makin et al., 2013). Diabetes mellitus oder Bluthochdruck unterstitzen die
klinische Diagnose eines lakunaren Infarkts. Die Bildgebung zeigt ein normales cCT
oder MRT oder eine Lasion des Hauptstamms oder der subkortikalen Hemisphare
kleiner 1,5cm. Kardiale Ursachen mussen ausgeschlossen werden. Die extrakranialen

Gefdlle zeigen keine Stenose groRer als 50%.

TOAST 4: Patienten mit z.B. Vaskulopathien oder hamatologischen Erkrankungen als
Ursache fir einen Schlaganfall gehéren zur vierten Kategorie der akuten
Schlaganfdlle anderer Genese. Auch alle gesicherten anderen Ursachen wie das
reversible zerebrale Vasokonstriktionssyndrom (RCVS) oder Carotisdissektionen
zdhlen dazu. In der Bildgebung zeigen sich Lasionen verschiedener Grof3e und

unterschiedlicher Lokalisationen.

TOAST 5: Schlaganfalle unklarer Ursache bilden schlieBlich die flinfte Kategorie. Trotz
ausfuhrlicher Diagnostik kann keine klare Ursache gefunden werden. Auch kdénnen
mehrere Diagnosen ursachlich flir den Schlaganfall sein, so dass keine eindeutige
Genese formuliert werden kann (Adams et al., 1993). Heute zdhlen diese zu den
kryptogenen Schlaganfadllen. Eine Untergruppe der kryptogenen Infarkte bildet ein
embolic stroke of undetermined source (ESUS) bei denen man von einer embolischen

Genese ausgeht (Geisler et al., 2018, Diener et al., 2017). Letztere werden durch
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folgende Kriterien, nach Durchfiihrung einer vollstandigen Diagnostik, definiert:
bildmorphologisch ist ein Infarkt im Gehirn mit einem nicht-lakunaren
Verteilungsmuster nachweisbar, eine Uber 50%ige Stenose eines intra- oder
extrakraniellen GefaBes, das das Infarktareal mitversorgt, und andere Genesen
wurde ausgeschlossen, es besteht kein Hauptrisikofaktor fir eine kardiale Embolie

(Hart et al., 2014).

1.4. Pathogenese

Grundlagen der Thrombosegenese basieren bis heute auf der sog. Virchow Trias.
Diese postuliert die Entstehung eines Thrombus aufgrund von drei Faktoren: der
Hyperkoagulabilitat durch Veranderung der Blutzusammensetzung, der Stase durch
Veranderung der Blutstromungsgeschwindigkeit und der GefaRverletzung (Meetoo,
2010). Heutzutage weil man, dass viele weitere Prozesse und zahlreiche Substanzen
zur Thrombogenese beitragen. Hierunter zahlen Antithrombin l1lI, Protein C, t-PA
Inhibitoren und alpha 2-Antiplasmin. Eine zentrale Rolle bei der Verdanderung der
Blutgeschwindigkeit spielt die Immobilisation der Patienten bei z.B. einer
Vollnarkose, einem Schlaganfall mit Hemiparese oder Herzerkrankungen. Ebenso
wird die Stromung und FlieBgeschwindigkeit des Blutes, durch fehlende
Vorhofkontraktion, verdandert. Es kommt, bevorzugt im linken Herzohr, zur Bildung
von Vorhofthromben (Watson et al., 2009, Stoddard et al., 1995). Ein gestortes
hamostatisches Gleichgewicht erhéht das Risiko einer Thrombusbildung auch durch
Gefdllverletzungen. Dadurch werden Substanzen wie Thromboplastin und Kollagen
vermehrt freigesetzt und gleichzeitig die Fibrinolyse vermindert (Bagot and Arya,
2008, Nielsen, 1991). Das gesunde Endothel sezerniert antikoagulatorische Faktoren,
wie gewebsspezifische Plasminogen-Aktivatoren (t-PA) und das Enzym
Adenosindiphosphatase sowie Vasodilatatoren, wie Prostazyklin. Es kleidet das

Gefal3, als Teil der Intima, von Innen aus und steht in direktem Kontakt zum Blut, so
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dass es mitunter die Hamostase und den Blutdruck durch Regulierung der
Gewebsflissigkeit und des GefaBtonus durch Vasokonstriktion steuert. Eine Liste an
endothelialen Molekiilen, die wichtig fiir die Thrombogenese und Hamostase sind

zeigt Tabelle 3.

Tabelle 3 Endotheliale Molekiile der Thrombogenese (Blann, 2003)

Oberflachenmolekiile Thrombomodulin, Heparin, Protein C-
Rezeptor, Gewebsfaktor, Ectonuclotidase

Sezernierte/freigesetzte Molekdle t-PA, VWF, Faktor V, Protein S,
Plasminogenaktivator-Inhibitor,
Prostazyklin, Thromboxane,
Thrombozytenaktivierungs-Faktor

Kommt es zur Schadigung der Intima setzt das Endothel prokoagulatorische
Substanzen frei. Darunter den von Willebrand-Faktor (VWF). Dieser verbindet
Thrombozyten durch das Glykoprotein |Ib und vermittelt die Adhdsion der
Thrombozyten mit subendothelialen Substanzen, wie Kollagen (Blann, 2003). Das
wiederum ist zusammen mit Thrombin einer der stdrksten Aktivatoren der
Thrombozyten. Sie stellen einer der wichtigsten Komponenten der primdren
zellularen Hamostase dar und tragen wesentlich zur Bildung eines Thrombus bei
(Furie and Furie, 2008). Die sekundare plasmatische Hdmostase wird durch zahlreiche
Gerinnungsfaktoren in der sog. Gerinnungskaskade reguliert und durch den Tissue
Factor aktiviert. Dieser wird von den Thrombozyten freigesetzt (Mackman, 2006). Sie
haben als Endziel den Thrombus durch die Spaltung von Fibrinogen mittels Thrombin
zu stabilisieren. Es entstehen hierbei Fibrinmonomere, die eine Gerist in Form eines

Fibrinnetzes bilden (Di Nisio et al., 2005).
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1.5. Anatomie

Grundsatzlich teilt sich die arterielle Blutversorgung des Gehirns in ein vorderes und
ein hinteres Stromgebiet. Das vordere Stromgebiet wird durch die A. carotis interna
(ACI) versorgt, die sich in die A. cerebri anterior (ACA) und A. cerebri media (MCA)
aufzweigt. Das hintere Stromgebiet bilden die linke und rechte A. vertebralis. Diese
vereinigen sich im Verlauf zur A. basilaris. Aus der A. basilaris entstehen die beiden
A. cerebri posterior (PCA). Die Verbindung der zumeist paarigen HirngefaRe bildet
der Circulus arteriosus Willisi. Er verbindet die beiden Stromgebiete liber die Aa.
communicans. Die Anatomie des Circulus arteriosus zeigt sich in vielen Fallen, sowohl
wahrend der Entwicklung als auch im Erwachsenenalter, als Variation (Ardakani et
al., 2008, Van Overbeeke et al., 1991). Abbildung 1 zeigt schematisch die

hirnversorgenden Gefalie.
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Abbildung 1 Hirnversorgende Gefdifie “Circle of Willis” von Phil Schatz. CC BY 4.0
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1.6. Klinik

Das klinische Bild eines Schlaganfalls zeigt zahlreiche Variationen. Entsprechend der
Anatomie wird in Infarkte des vorderen und hinteren Stromgebiets unterteilt, was
jedoch nach Symptomen der Schlaganfallpatienten nicht immer eindeutig
zuzuordnen ist. Zur Reproduzierbarkeit und objektiven Beurteilung der Schwere
eines Schlaganfalls hat sich vor allem ein Score im klinischen Alltag und auch
international durchgesetzt: Der National Institutes of Health Stroke Scale (NIHSS).
Dieser beurteilt die neurologischen Einschrankungen eines Patienten verursacht
durch einen Schlaganfall, darunter die Sprache, das Bewusstsein, visuelle Defizite,
motorische und sensorische Einschrankungen. Er besteht aus 11 Kategorien, die
jeweils 0 bis 4 Punkte vergeben. 0 Punkte bedeutet dabei eine normale Funktion
ohne Einschrdankungen. Je hoher die Punktzahl, desto schwerwiegender die
Einschrankung. Urspriinglich bestand der Score aus 15 Kategorien (Brott et al., 1989).
Diese wurden mit der Zeit modifiziert, so dass letztendlich, nach Vergabe der
jeweiligen Punkte in den 11 Kategorien, eine Endsumme entsprechend einem NIHSS
Score von maximal 42 und einem Minimum von 0 entsteht. Eine grobe Einteilung des
Schweregrades eines Schlaganfalls nach Punktzahl zeigt Tabelle 4 nach Hage et al.,

2011.

Tabelle 4 Schweregrad eines Schlaganfalls

NIHSS Punkte | Schweregrad des Schlaganfalls

0 Keine Symptome eines Schlaganfalls
1-4 Leichter Schlaganfall

5-15 Moderater Schlaganfall

16-20 Moderater bis schwerer Schlaganfall
21-42 Schwerer Schlaganfall

10
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Die modifizierte NIHSS ist in der Anwendung und Beurteilung der Symptome der
Patienten Ubersichtlich und, auch fir Nicht-Neurologen, einfach anzueignen, so dass
er sich im klinischen Alltag bewéhrt hat (Goldstein and Samsa, 1997). Ublicherweise
wird die NIHSS bei Ankunft in der Notaufnahme, bei Entlassung des Patienten und
teils auch im Verlauf des Rehabilitationsaufenthaltes erstellt. Eine Ubersicht der

NIHSS zeigt Tabelle 5.

Tabelle 5 NIHSS (Goldstein and Samsa, 1997)

Kategorie Punkte

la Vigilanz 0 wach

1 benommen

2 somnolent

3 komatos

Ib Orientierung (Frage nach 0 beide Antworten korrekt
Monat und Alter) 1 eine Antwort korrekt

2 keine Antwort korrekt

Ic Befolgen von Aufforderungen | O beide Aufforderungen richtig befolgt

(SchlieRen von Augen und nicht

) 1 eine Aufforderung richtig befolgt
paretischer Hand)

2 keine Aufforderung richtig befolgt

Il Okkulomotorik 0 normal

1 partielle Blickparese

2 komplette Blickparese oder forcierte
Blickdeviation

lll Gesichtsfeld 0 normal

1 partielle Hemianopsie

2 komplette Hemianopsie

3 bilaterale Hemianopsie

11
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IV Facialisparese 0 keine

1 geringe Parese

2 partielle Parese

3 komplette Parese (ein- oder beidseits)
V/VI Motorik obere Extremitat/ | O kein Absinken

Motorik untere Extremitat

s 1 Absinken im Verlauf
(seitengetrennter Halteversuch)

2 Anheben gegen Schwerkraft moglich
3 kein Anheben gegen Schwerkraft moglich

4 keinerlei Bewegung moglich

VIl Extermitdtenataxie 0 keine
1 eine Extremitat

2 beide Extremitaten

VIl Sensibilitat 0 normal

1 leichter bis mittelschwerer
Sensibilitatsverlust

2 schwerer bis kompletter Sensibilitatsverlust

IX Aphasie 0 keine Aphasie
1 leichte bis mittelschwere Aphasie
2 schwere Aphasie

3 globale Aphasie, stummer Patient

X Dysarthrie 0 keine
1 leichte bis mittelschwere Dysarthrie

2 schwere Dysarthrie

XI Neglect 0 kein
1 leichte halbseitige Wahrnehmungsstérung

2 schwerer Neglect

12
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Ob und wie der Patient im Alltag durch die Folgen eines Schlaganfalls beeinflusst wird
klassifizieren sog. Behinderungsskalen. Diese nutzen meist mehrere etablierte
Indexe, wie zum Beispiel den Barthel-Index, zur Beurteilung der Aktivitaten des
Alltagslebens. Andere messen die allgemeine Unabhangigkeit des Patienten und
bericksichtigen somit sowohl die mentale als auch die physische Verfassung des
Patienten nach einem Schlaganfall. Hierunter zahlt die modifizierte Rankin Skala.
Diese teilt in 6 Grade nach Defiziten und Schwere der Behinderung im Alltag ein (van
Swieten et al., 1988). Durch die Ermittlung des Grades kann man im Verlauf das

Outcome des Patienten quantifizieren. Tabelle 6 zeigt die modifizierte Rankin Skala.

Tabelle 6 Modifizierte Rankin Skala

Grad | Beschreibung

0 Keine Symptome

1 Trotz vorliegender Symptome keinerlei Behinderung, alle taglichen
Aufgaben koénnen in Ublicher Weise erledigt werden

2 Leichte Behinderung, friiher durchgefiihrte Tatigkeiten kdnnen mit
Einschrankung erledigt werden, es ist keine Unterstiitzung notig

3 Moderate Behinderung, Hilfe wird bendtigt, Gehen ohne Unterstiitzung
moglich
4 Mittelschwere Behinderung, Unterstiitzung beim Gehen sowie bei der

Selbstversorgung wird bendtigt

5 Schwere Behinderung, bettlageriger, inkontinenter Patient, standige
Unterstiitzung notwendig

13
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1.7. Diagnostik

Die Diagnose eines akuten Schlaganfalls wird durch Beurteilung der klinischen
Symptome des Patienten sowie Durchfiihrung einer addaquaten Bildgebung gestellt.
Auf die Klinik wurde bereits im vorherigen Kapitel 1.6. eingegangen. Mittels cCT oder
MRT lassen sich ischamische von hamorrhagischen Schlaganfdllen unterscheiden.
Haufig wird die Untersuchung durch eine Angiographie oder Perfusionsdarstellung
ergdnzt, so dass die Lokalisation und Ausdehnung des Infarktes gut beurteilt werden
kann (Mair and Wardlaw, 2014). Auch andere Ursachen, wie z.B. Raumforderungen,
die neurologische Funktionsausfdlle bewirken, kdnnen differentialdiagnostisch

dargestellt werden.

1.8. Risikoeinschatzung bei VHF

Wie bereits im Kapitel Atiologie erwihnt, besteht ein hohes Risiko fiir kardiale
Embolien bei Patienten mit Vorhofflimmern (VHF). Etwa 20% der Schlaganfille
werden dadurch verursacht. Die Wahrscheinlichkeit einen Schlaganfall zu erleiden ist
bei Patienten mit VHF 5mal groBer als bei Patienten mit Sinusrhythmus (Hart et al.,
1999). Eine Methode zur Risikoabschatzung eines Schlaganfalls bei Patienten mit
Vorhofflimmern ist der sog. CHA2DS2-VASc-Score (Kirchhof et al., 2016). Dieser ist
eine klinische Risikoanalyse, wodurch zuverldssig Patienten mit einem hohen
Schlaganfallrisiko identifiziert werden kénnen (Lip et al., 2010). Das Schema
beinhaltet nach einem Punktesystem folgende Risikofaktoren: Chronische
Herzinsuffizienz (1 Punkt), Hypertonie (1 Punkt), Alter 275 Jahre (2 Punkte), Diabetes
mellitus (1 Punkt), Schlaganfall/TIA (2 Punkte), vaskulare Erkrankung (1 Punkt), Alter
65 bis 74 Jahre (1 Punkt), weibliches Geschlecht (1 Punkt). Tabelle 7 zeigt den
CHA2DS2-VASc-Score (Kirchhof et al., 2016).

14
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Tabelle 7 CHA2DS2-VASc-Score (Kirchhof et al., 2016)

Risikofaktor Punktzahl
Herzinsuffizienz (Congestive heart failure) 1
Hypertonie 1
Alter >75 Jahre 2
Diabetes mellitus 1
Schlaganfall/TIA 2
Gefallerkrankungen (Vascular disease) 1
Alter 65-75 Jahre 1
Geschlecht weiblich (Sex category) 1

Je hoher die Punktzahl, desto héher ist das Risiko einen Schlaganfall zu erleiden.

Tabelle 8 zeigt das jahrliche Risiko nach Héhe der Punktzahl.

Tabelle 8 Schlaganfallrisiko nach Punkten (Camm et al., 2010)

CHA2DS2-V/ASc-Score Risiko in %/Jahr
1 1,3
2 2,2
3 3,2
4 4,0
5 6,7
6 9,8

15
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7 9,6
8 6,7
9 15,2

1.9. Prophylaxe

Eine Indikation zur oralen Antikoagulation bei Patienten mit Vorhofflimmern zur
Risikoreduktion eines Schlaganfalls besteht bereits ab einer Punktzahl von 1 bei
Mannern, ab 2 Punkten bei Frauen (Kirchhof et al., 2016). Eine Metaanalyse von Hart
et al. zeigte, dass durch Einnahme eines Vitamin K-Antagonisten (VKA) das
Schlaganfallrisiko um ca. 62% reduziert wird. Im Vergleich zu ASS betragt die relative
Risikoreduktion 36% (Hart et al., 1999). Bis heute werden haufig VKA, wie Warfarin
oder Phenprocoumon, als orale Antikoagulation zur Prophylaxe eines Schlaganfalls
verschrieben (Ansell et al., 2004). Mehr und mehr gewinnen jedoch Non Vitamin K
antagonist oral anticoagulants (NOACs) an Bedeutung. Darunter zdhlen Dabigatran,
ein direkter Thrombininhibitor, Rivaroxaban und Apixaban, als Faktor Xa-Inhibitoren
(Olesen et al., 2015). Mittlerweile werden NOACs gegeniliber den VKA bevorzugt
(Kirchhof et al., 2016). Eine Vergleichsstudie zeigte, dass diese das Risiko fiir einen
Schlaganfall sowie intrakraniellen Blutungen im Vergleich zur Einnahme von VKA
reduzieren (Graham et al., 2015). Auch im alltdglichen Gebrauch zeigen NOACs
relevante Vorteile. Eine regelmafRige laborchemische Kontrolle der Antikoagulation
ist nicht notwendig. VKA hingegen haben eine wesentlich langere Halbwertszeit
(Warfarin 40 Stunden, Phenprocoumon 144 Stunden) im Vergleich zu NOACs, wie
Dabigatran (12-17 Stunden), und eine geringere therapeutische Breite, so dass ihre
Wirkung regelmaBig mittels Bestimmung der International Normalized Ratio (INR)

kontrolliert werden muss (Camm et al., 2010, Ansell et al., 2004, Stangier et al., 2007).
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1.10. Therapie

Um eine Therapie bei einem Schlaganfallpatienten beginnen zu kdénnen muss
zwingend zwischen ischamischer und hamorrhagischer Genese unterschieden
werden. Davon abhangig wird so schnell wie moglich die jeweilige Therapie
eingeleitet. Ziel bei ischamischen Schlaganfallen ist es den Blutfluss, durch Auflésung
oder Entfernung des Thrombus, in den Hirnarterien wiederherzustellen. Der Erfolg
lasst sich durch die klinische Beurteilung mittels NIHSS und dem sog. TICI-Score
(Thrombolysis in Cerebral Infarction) messen. Der TICI-Score, dargestellt in Tabelle 9,
teilt den Erfolg der Reperfusion durch angiographische Messung des Blutflusses nach
Intervention in 3 Grade ein. Dabei zeigt Grad 0 weiterhin keine Perfusion des
hirnversorgenden GefdRes, Grad 3 eine vollstandig wiederhergestellte Perfusion

(Noser et al., 2005).

Tabelle 9 Thrombolysis in Cerebral Infarction (TICI) (Noser et al., 2005)

Grad Beschreibung

0 Keine Perfusion hinter der Okklusion, kein Fluss messbar

1 Penetration, aber ohne Perfusion: Kontrastmittel (KM) kann passieren,
hinter der Okklusion jedoch minimale Fiillung des Gefdl3es

2a Partielle Perfusion mit unvollstéandiger Fillung <50%
2b Unvollstandige Perfusion des Versorgungsgebietes von 50-99%
2c Fast komplette Perfusion ohne sichtbaren Thrombus, lediglich das KM

flutet sich verspatet an

3 Vollsténdige Perfusion
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1.11. Lyse

Ischamische Schlaganfille werden klassischerweise mit rekombinanten
gewebsspezifischen Plasminogenaktivatoren (rt-PA) behandelt (1995). Dabei handelt
es sich um eine Reproduktion des physiologischen Enzyms t-PA, der die Fibrinolyse
aktiviert und die Hamostase durch Umwandlung von Plasminogen in Plasmin hemmt
(van Zonneveld et al., 1986). Je schneller die Lysetherapie eingeleitet wird, desto
effektiver ist sie. Klinische Studien von Hacke et al. zeigten, dass die Zeitspanne, bei
der Schlaganfallpatienten mit ischamischer Genese signifikant von der Lyse
profitieren, 4,5 Stunden betradgt. Hier verbesserte sich das klinische Outcome von
45,2% bei Placebogabe auf 52, 4% bei Lysetherapie. Allerdings stieg damit auch die
Rate an symptomatischen intrakraniellen Hamorrhagien von 17,6% auf 27% an
(Hacke et al., 2008, Hacke et al., 2004). Komplikationen wie diese miissen zwingend
bei einer systemischen Lysetherapie beriicksichtigt werden. Des Weiteren wird
zwischen einer systemischen intravendsen Thrombolyse (IVT) und einer
intraarteriellen lokalen Thrombolyse (IAT) unterschieden. Letztere wird
kathetergestiitzt im okkludierten GefaR durchgefiihrt ohne den Thrombus selbst
mechanisch zu manipulieren. Patienten, die eine Kontraindikation zur systemischen
Lysetherapie aufweisen, kdnnen somit von einer lokalen Lysetherapie profitieren
(Furlan et al., 1999). Kontraindikationen und Auschlusskriterien nach NINDS (The
National Institute of Neurological Disorders and Stroke) zeigt Tabelle 10 (1995). Diese
wurden 2007 erganzt durch INR >1,7, CT-graphisch multilobularer Infarkt (>1/3 der
zerebralen Hemisphare) sowie dem Verstandnis des Patienten oder seiner Familie

der potentiellen Risiken der Therapie (Adams et al., 2007).
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Tabelle 10 Ausschlusskriterien einer Lysetherapie mit rt-PA nach NINDS

Ausschlusskriterien

anamnestisch | Schlaganfall oder schwere Kopfverletzung in den letzten 3
Monaten

GroRere Operationen in den letzten 2 Wochen Intrakranielle
Hamorrhagie in der Vergangenheit

Blutungen des GIT oder Urogenitaltrakts in den letzten 3
Wochen

Z.n. arterieller Punktion einer nicht komprimierbaren Arterie in
den letzten 7 Tagen

klinisch V.a. Subarachnoidalblutung
Epileptischer Anfall bei Symptombeginn

Heparinisierung in letzten 48h mit PTT-Erhéhung

laborchemisch | Prothrombinzeit > 15s
Thrombozyten < 100 000/ml

Glukosespiegel < 40mg/dl oder > 400mg/dI

Diese und andere Faktoren limitieren somit die Therapie der Schlaganfallpatienten.
Zudem zeigte sich, dass Infarkte mit proximalen Verschlissen der groBen Arterien
durch IVT Therapie nicht zur Rekanalisation fiihren (Yoon et al., 2010). Vor allem
Verschlisse der ICA und der MCA von tiber 8mm Thrombuslange werden nicht von
einer systemischen Lysetherapie erfasst. Bei Entlassung betrug der mRS bei diesen
Patienten 5 im Vergleich zu einem mRS von 2 bei Patienten mit Thromben unter 8mm

Lange (Riedel et al., 2011).
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1.12. Intervention

Es entwickelten sich kombinierte Therapien mittels IAT und , Aggressive Mechanical
Clot Disruption” (AMCD), die bei frustraner IVT eine erfolgreiche Rekanalisation mit
niedriger symptomatischer Blutungsrate sowie verbessertem klinischem Outcome
erreichten (Higashida et al., 2003). AMCD ist hierbei definiert als mindestens einer
der folgenden Interventionen: Thrombenerweichung/-fraktionierung durch
Mikrokatheter, Perkutane Angioplastie (PTA), Stenting oder Schlingenanwendung.
Die Therapie mittels AMCD nach IVT weist eine hohe sofortige Rekanalisationsrate
von 38% der Patienten auf und gleichzeitig vergleichbar niedrige intrakranielle
Blutungsraten zu IAT (Noser et al., 2005). Positiv wirken sich ein niedriger NIHSS, eine
gute Kollateralisierung und eine erfolgreiche endovaskuldre Rekanalisierung auf das
Outcome des Patienten aus. Eine Rekanalisierungsrate Gber 75% konnte bei einer
kombinierten Therapie mit endovaskuldren Techniken erreicht werden (Brekenfeld
et al., 2005). Zunehmend haben sich in den letzten Jahren mechanische Verfahren
entwickelt, die den Thrombus als Ganzen entfernen, die sog. Thrombektomien
mittels Stent-Retriever. Kommt es zu einem proximalen thromboembolischen
Verschluss beispielsweise der MCA, so wird hierbei ein Stent-Retriever mit Hilfe eines
intraarteriellen Mikrokatheters neben dem Thrombus positioniert. Bei der
Entfernung des Mikrokatheters wird der Stent rausgeschoben, so dass er innerhalb
des Thrombus expandiert und sich in kurzer Zeit verhakt. Durch Rickzug in einen
groReren Katheter wird der Thrombus dann im Ganzen entfernt (Fiehler and Gerloff,

2015). Abbildung 2 zeigt den Mechanismus eines Stent-Retrievers.
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Blutgerinnsel

Himarterie

Abbildung 2 Mechanismus eines Stent-Retrievers (Fiehler and Gerloff, 2015)

Teilweise konnten Rekanalisierungsraten von liber 90% (TICI >2a) erzielt werden
(Jansen et al., 2013). Funf grofe randomisierte Studien (MR CLEAN, ESCAPE,
REVASCAT, SWIFT PRIME und EXTEND IA) wurden 2016 in Metaanalysen
ausgewertet, die einen signifikanten Vorteil fir Schlaganfallpatienten, mit Infarkten
des vorderen proximalen Stromgebietes, nach endovaskuldarer Thrombektomie in
Kombination mit der IVT zeigten. Die Number needed to treat (NNT) lag hier bei 2,5-
2,6 fir eine Verbesserung des mRS um einen Grad nach 90 Tagen (Campbell et al.,
2016, Goyal et al., 2016b). Die SWIFT PRIME-Studie zeigte beispielsweise, dass der
Einsatz von Stent Retrievern bei einer Rekanalisation innerhalb von 150 Minuten ab
Symptombeginn  zu einer 91% Wahrscheinlichkeit einer funktionellen
Unabhangigkeit (definiert als mRS 0-2) des Patienten fiihrt. Eine weitere Stunde, die
bendtigt wird zur Rekanalisation, senkt die Wahrscheinlichkeit um 10%. Jede

folgende Stunde um weitere 20%. Hierbei wurde das Outcome der Patienten nach
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Therapie mit IVT alleine oder in Kombination mit einem Solitaire Device verglichen
(Goyal et al., 2016a). Weniger als 40% der Patienten erreichten einen mRS von 0-2
bei einer alleinigen intravendsen rtPA-Therapie. Dies zeigt die Uberlegenheit des
kombinierten Verfahrens. Zudem weist es keinen signifikanten Unterschied
bezlglich der 90-Tage Mortalitdt und der symptomatischen intrakraniellen
Blutungen im Vergleich zur alleinigen IVT auf (Jovin et al., 2015, Saver et al., 2015).
Die in dieser Arbeit aufgearbeiteten Thromben wurden alle mit einem Stent Retriever

geborgen.

1.13. Histologie

Durch die Etablierung der mechanischen Rekanalisierung durch Stent Retriever
wurden ganze menschliche Thromben der histologischen Auswertung zuganglich. Die
Differenzierung der verschiedenen Atiologien ist hier ausschlaggebend fiir die
Pravention rezidivierender Schlaganfdlle. Histopathologische Standardfarbungen,
wie die Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE) und spezifische immunhistochemische
Farbungen (IHC) geben weitere Informationen Uber die Pathologie der Infarkte

(Sporns et al., 2017).

1.14. Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Zu den routinemaRig durchgefiihrten Standardfarbungen gehort die HE-Farbung.
Diese farbt das unterschiedliche Gewebe nach ihren Eigenschaften an. Saure Stoffe,
wie DNA und RNA, sind basophil und zeigen sich daher durch das Hamatoxylin blau
verfarbt. Basische Anteile, wie Erythrozyten sind azidophil, durch das Eosin also

tiefrot.
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1.15. Immunhistochemische Farbung

Die in dieser Arbeit verwendeten IHC wurden in einer zuvor durchgefiihrten Arbeit
etabliert (Mehr, 2019). Es handelt sich dabei um CD45 (Cluster of Differentiation 45),
ein Antikorper (AK) gegen Leukozyten, und die NE-Farbung, welche neutrophile
Granulozyten nachweist. Die IHC weisen durch AK zielgerichtet spezifische
Substanzen, wie z.B. Proteine, nach. Man unterscheidet zwischen direkter und
indirekter IHC. Bereits 1941 veroffentlichte Coons et al. eine Arbeit, die die
immunfluoreszierende Technik nutzte, um zelluldre Antigene (AG) in Gewebe
nachzuweisen. Seither bildet die IHC eine Verbindung zwischen Immunologie,
Histologie und Chemie zur Darstellung von AG durch Bindung an spezifische AK.
Dieser AG-AK-Komplex wird durch farbige histochemische Reaktionen mit Hilfe eines
Lichtmikroskops oder durch fluoreszierende Farben mittels ultraviolettem Licht
sichtbar gemacht. Das, in der IHC, am haufigsten genutzte Immunglobulin ist das IgG.
Es besteht aus zwei identischen Leichtketten und zwei identischen schweren Ketten.
Das IgG ist Y-formig. Die beiden variablen AG-bindenden Arme bilden den Fab-Teil,
der Schwanz den konstanten AK-bindenden Fc-Teil (Ramos-Vara, 2005). Die Struktur

eines IgGs zeigt Abbildung 3.
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Abbildung 3 Struktur eines IgGs (Ramos-Vara, 2005)
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AK, die fir die IHC verwendet werden, sind entweder monoklonal oder polyklonal
hergestellt. Sie werden aus Tieren gewonnen, die zuvor mit einem spezifischen AG
beimpft worden sind. Polyklonale AK besitzen eine héhere Affinitdt und grolRere
Reaktivitat, jedoch geringere Spezifitait AG zu binden. Dies kann zum Nachweis von
verschiedenen Epitopen eines Proteins flihren. Einerseits vorteilhaft, da man so eine
breitere Anfarbung von AG-Variationen erreicht. Andererseits kann es zu einer falsch
positiven Auswertung kommen (Mighell et al., 1998). Monoklonale AK sind hingegen
spezifischer, farben von daher genauer und zielgerichteter das gesuchte AG an
(Hayat, 2002). Dabei ist die Spezifitat abhangig von der Qualitdt und dem Titer des

AKs, je nachdem, wie das Tier beimpft worden ist (Nelson et al., 2000).

Zur Fixierung und Aufarbeitung der Thromben wurden diese in Formalin eingelegt.
Dies sorgte fiir die sog. Maskierung der AG, d.h. Konservierung und Quervernetzung
von Proteinen zur Stabilisierung der Epitope. Zur weiteren immunhistochemischen
Farbung musste es also zunachst zu einer Losung der Querverbindungen, der
Antigendemaskierung, kommen. Diese wird durch verschiedene Verfahren initiiert.
Mittels Heilldampf beispielsweise oder durch die Anwendung von Enzymen werden
die Epitope demaskiert (Shi et al., 1991, Werner et al., 1996, Takamiya et al., 1978).
Um falsch positive Ergebnisse durch unspezifische Bindungen von Gewebe oder
ungezielten Epitopen zu verhindern, muss man diese, vor der eigentlichen IHC,
blockieren. Die Verwendung von polyklonalen AK, die zahlreiche Molekile binden,
kann ansonsten die Ergebnisse immunhistochemischer Farbungen stark
beeinflussen. Auch die unterschiedliche Gewebefixierung zur Stabilisierung von
Epitopen und damit auch Veranderung der Epitope selbst, filhren zu einer hohen
Hintergrundfarbung und kann die Auswertung verfdlschen. Zu den blockierenden
Strukturen gehdren beispielsweise die endogene Peroxidase, das endogene Biotin
oder unspezifische Immunglobuline, die an den SekundarAK binden (Fritschy, 2008,

Horling et al., 2012).
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Man unterscheidet die direkte von der indirekten Immunhistochemie. Die direkte ist
dabei die einfachste Methode, die mit nur einem Schritt unter Verwendung eines
PrimarAKs das gesuchte AG sichtbar macht. Diese AK sind bereits markiert mit
beispielsweise Fluorchrom, Enzymen, kolloidalem Gold oder Biotin (Polak and Van

Noorden, 2003).

Die direkte Methode ist simpel und schnell, jedoch fehlt es ihr an Sensitivitat. Die
indirekte Methode hingegen ist aufwendiger, zeigt aber ein starkeres Signal durch
eine intensivere Reaktion. Hierbei bindet der nicht-markierte PrimarAK mit seinem
Fab-Teil das AG und der Fc-Teil zwei markierte Sekundar-AK, so dass sich durch die
Verdopplung des Chromogens bereits ein verstarktes Signal zeigt. Abbildung 3 zeigt

eine Vereinfachung der direkten und indirekten Methode.

Abbildung 4 Direkte und indirekte IHC (Ramos-Vara, 2005)

25



Einleitung

Eine gangige indirekte IHC, die auch im Rahmen dieser Arbeit, verwendet worden ist,
ist die Avidin-Biotin-Complex Methode (ABC). Dabei wird die hohe Affinitdt vom
Glykoprotein Avidin zum Vitamin Biotin genutzt, die einmal gebunden, kaum mehr
gelost werden kann (Wilchek and Bayer, 1984). Sowohl ein Enzym, z.B. Peroxidase,
als auch ein SekundarAK, der an den PrimarAK gekoppelt ist, werden mit Biotin
markiert. Diese beiden Komponenten binden dann irreversibel das Avidin. So
entsteht durch Bindung der biotinylierten Peroxidase an Avidin und des biotinylierten
SekundarAKs an Avidin der sog. Avidin-Biotin-Komplex (Bratthauer, 2010). Die
Verstarkung des Effekts und somit der Sichtbarkeit basiert auf vier aktiven
Bindungsstellen von Avidin fiir Biotin, so dass die Komplexe dadurch vervielfacht

werden (Guesdon et al., 1979). Abbildung 4 zeigt schematisch die ABC Methode.

Abbildung 5 Avidin-Biotin-Complex Methode (ABC) (Ramos-Vara, 2005)
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2. Fragestellung

Die histologische Aufarbeitung und Charakterisierung der Zusammensetzung von
Thromben im ischamischen Schlaganfall soll in dieser Arbeit, mittels Hamatoxylin-
Eosin- und weiterfiihrenden immunhistochemischen Farbungen, die Zuordnung der

Atiologie des Infarkts erméglichen.

Ziel war es, insbesondere die Atiologie der kryptogenen Thromben, mittels der

Verteilung der histologischen Komponenten zu ermitteln.
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3. Material und Methode

3.1. Patientenkollektiv

Zwischen Oktober 2010 und September 2012 wurden 145 Thromben von Patienten
mit akuten Schlaganfallen in der Abteilung fiir Neuroradiologie des Klinikums rechts
der Isar der Technischen Universitat Miinchen notfallmaRig mit einer endovaskularen
mechanischen Rekanalisation gewonnen. Die Thromben wurden, nach Bergung und
Sicherung, aufgearbeitet, gefarbt und histologisch untersucht. Von diesen wurden fir
die weitere Auswertung 137 qualitativ geeignete Thromben verwendet (inklusive die
Thromben der Patienten (n=34) der ersten Publikation der Arbeitsgruppe um Boeckh-

Behrens/Poppert (Boeckh-Behrens et al., 2016b)).
Die Genehmigung der Studie durch die unabhangige Ethikkommission lag vor.

Diese Arbeit wurde im Juli 2016 unter dem Titel ,Thrombus Histology Suggests

Cardioembolic Cause in Cryptogenic Stroke”im Stroke AHA-Journal publiziert.

3.2. Probengewinnung

Die Probengewinnung erfolgte durch die Neuroradiologie mittels Thrombektomie.
Auf die Methodik wurde bereits in Kapitel 1.10.2 in der Einleitung eingegangen. Nach
notfallmaRiger Thrombektomie zur mechanischen Rekanalisierung wurden wir

zeitnah zur weiteren Verarbeitung der Thromben benachrichtigt.

3.3. Aufbereitung der Thromben

Die Thromben wurden nach Bergung in einer Formaldehydlésung (3,5%-3,7%,
Fischar) fixiert. Nach 24h-48h kamen sie in eine 70%-Ethanol-Losung. Dem Gewebe
wurde zur weiteren Verarbeitung mit einer aufsteigenden Xylol-Alkoholreihe das
Wasser entzogen, um es anschlieRend in Paraffin zu betten. Die Einbettungsarbeiten

fUhrte das Institut fir Pathologie des Klinikums rechts der Isar mithilfe des Shandon
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Excelsior ES (Thermo Scientific) sowie des Tissue Block System TBS 88 (Medite) durch.
Mit einem manuellen Rotationsmikrotom (HM 335 E, Microm) wurden von den
Paraffinblocken jeweils zwolf 2um diinne Praparate geschnitten. Zur Aushartung der
Paraffinblocke wurden diese zuvor auf einer Kiihlplatte (COP30, Medite) bei -15°C
gekihlt. Die geschnittenen Praparate entfalteten sich dann in einem 39°C warmen
Wasserbad (TFB35, Medite), so dass sie auf glaserne Objekttrager (Superfrost Plus,
Thermo Scientific) Gberfiihrt werden konnten. Die Praparate wurden anschlieBend
Uber Nacht zur Fixierung in einem Warmeschrank (Modell 400, Memmert) bei 50°C

getrocknet.

3.4. Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die HE-Farbung wurde routinemalig im Institut fiir Pathologie durch technische
Assistenten vollautomatisiert durchgefiihrt (TST44, Medite). Zur Entfernung des
Paraffins wird zundchst eine absteigende Xylol-Alkoholreihe durchlaufen. Die beiden
hydrophilen Farbstoffe werden auf die Prdaparate gegeben und abschlieend die
Xylol-Alkoholreihe wieder riickwarts durchlaufen. Zuletzt werden die Praparate mit

einem Eindeckmedium fixiert und eingedeckt (Promounter RCM 2000, Medite).

3.5. Immunhistochemie

3.5.1. Antikorper

Zur weiteren Unterscheidung der Zellzusammensetzung in den Thromben wurden
immunhistochemische Farbungen durchgefiihrt. Wir fihrten Farbungen gegen CD45
und gegen die Neutrophile Elastase durch. In einer zuvor durchgefiihrten Arbeit von
Michael Mehr, in der gleichen Arbeitsgruppe unter der Leitung von Professor
Poppert, wurden folgende Farbungen bereits etabliert. Details der verwendeten

Antikorper zeigt Tabelle 11.
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Tabelle 11 Details der verwendeten Antikorper

Antikorper CD45 Neutrophilen Elastase

Hergestellt in Kaninchen Maus

Spezifitat anti-human anti-human

Klonalitat Polyklonal IgG Monoklonal IgG 1, kappa, Klon NP57

Reaktion mit Leukozyten Neutrophilen Granulozyten,
Monozyten

Verdinnung 1:200 1:200

Antigendemaskierung | Hitze nicht notwendig

Hersteller abd Serotec Dako (Glostrup, Danemark)

(Kidlington, GB)

3.5.2. Farbeprotokoll
Es folgen die einzelnen Schritte der immunhistochemischen Farbungen.
3.5.2.1. Alkoholreihe

Zum Entparaffinieren musste, wie bei der HE-Farbung, eine absteigende Xylol-
Alkoholreihe durchlaufen werden. Nach 100% Xylol (Merck), folgte eine Mischung
aus 50% Xylol und Ethanol (Merck), anschlieBend 100%, 96%, 70% und 50% Ethanol,
das jeweils mit Wasser verdiinnt wurde. Die Objekttrager verblieben 10 Minuten in
der Xylol-Kiuivette, in den anderen Losungen jeweils 5 Minuten. Hiernach wurden
diese in einer Klvette mit phosphatgepufferter Salzlosung (PBS, Dulbecco’s PBS 1x,

PAA) gewaschen.

Zwischen den einzelnen Schritten der immunhistochemischen Farbung wurden die
Objekttrager mit dieser Losung jeweils 5 Minuten gewaschen, die farberelevanten

Chemikalien mit PBS verdinnt.
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3.5.2.2. Antigendemaskierung

Die Antigendemaskierung bei der CD45-Farbung erfolgte mittels HeiBdampf. In
einem HeiRdampfgerdt (DG 2423, Severin) wurden die Objekttrager in einer
Citratpuffer gefillten Kivette Gber 20 Minuten erhitzt. Die Querverbindungen der
Proteine, die zuvor zur Stabilisierung der Epitope mittels Formalinfixierung
hergestellt wurden, wurden so wieder geldst, so dass diese nun zur AK-Bindung
freilagen. Zur  Anfarbung der Neutrophilen Elastase wurde keine

Antigendemaskierung benétigt.

Alle Schritte, bis auf die Demaskierung mittels HeiRdampf, wurden in Glaskilivetten
durchgefiihrt. Aufgrund der hohen Temperatur verwendeten wir hier eine
Plastikkiivette. Die Praparate wurden mit einem hydrophoben Stift (MiniPap Pen,
Invitrogen) umrandet, um nur mit wenigen Tropfen das Gewebe komplett benetzen

zu konnen.
3.5.2.3. Blockierungsschritte

Um die Hintergrundfarbung zu reduzieren fihrten wir Blockierungsschritte durch, die
unspezifische Proteine und Enzyme im Gewebe bindeten. Das Blocken der
endogenen Peroxidase geschah durch Auftragen einer 0,1%-Wasserstoffperoxid-
Losung (Merck) fir 10 Minuten. Das Blockieren des endogenen Biotins durch
Auftragen einer Avidinlosung (Vector) fiir 15 Minuten. Es folgte zur Neutralisierung
der restlichen Avidinbindungsstellen eine Biotinlosung (Vector) fiir weitere 15
Minuten. Zuletzt wurde der Normalserumblock durchgefiihrt. Fiir die CD45-Farbung
verwendeten wir Pferde-, fiir die NE-Farbung Ziegenserum. Eine Verdlinnung von
1:10 verblieb 30 Minuten auf dem Gewebe. Nach jedem Blockierungsschritt erfolgte

2x Waschen mit PBS fiir je 5 Minuten.

31



Material und Methode

3.5.2.4. Applikation der Antikorper und ABC-Reaktion

Es folgte der spezifische Teil der Farbungen durch Applikation der Primarantikorper.
Fir die CD45-Farbung verwendeten wir polyklonale Kaninchen Antikorper (abd
Serotec), fir die NE-Farbung monoklonale Maus Antikorper (Dako). Mit einer
Verdinnung von 1:200 wurden die Primarantikdrper in einer Mischung aus PBS und
Tween 20 (Sigma) verdiinnt und aufgetragen. Nach Inkubation tiber Nacht folgte die
Applikation der biotinylierten Sekundarantikérper. Anti-Kaninchen-AK (Vector) fiir
die CD45-Farbung bzw. Anti-Maus-AK (Vector) fir die NE-Farbung wurden mit einer
1:200 Verdinnung fir 2 Stunden aufgetragen. Zur zusatzlichen Verstarkung des
Signals wurde Avidin und Biotin mit PBST verdiinnt, 15 Minuten prdinkubiert und
dann fur 45 Minuten auf den Objekttrager gegeben. Die beiden Antikorper erwirkten
so eine Signalamplifikation, d.h. eine Verstarkung des Signals mittels Avidin-Biotin-

Complex-Reaktion.
3.5.2.5. Farbung und Gegenfarbung

Wir  kombinierten den  Avidin-Biotin-Complex = mit einem  Farbstoff.
Die Farbentwicklung mit 3,3-Diaminobenzidin (DAB, Dako) zeigte eine irreversible
braune Farbreaktion durch die Oxidation der Peroxidasen am Antigen. Hierzu wurden
die Praparate tropfenweise unter mikroskopischer Kontrolle bedeckt. Sobald die
Farbereaktion ausreichend war, wurde sie durch Leitungswasser unterbrochen.
AnschlieBend wurden die Praparate fiir 1 Minute mit Hamatoxylin (Invitrogen,
Carlsbad) gegengefarbt, um bis jetzt nicht angefarbte Strukturen darzustellen und

somit besser differenzieren zu kdnnen.
3.5.2.6. Alkoholreihe und Eindeckelung

Der Wasserentzug erfolgte mit einer aufsteigenden Alkoholreihe. Die gefarbten
Praparate wurden hiernach durch ein hydrophobes Medium haltbar gemacht. Mittels

Deckgldaschen wurde das Praparat luftblasenfrei versiegelt.
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3.6. Auswertung

Die Auswertung der histologischen Praparate erfolgte auf 2 verschiedene Art und
Weisen. Die immunhistochemischen Farbungen konnten mittels mikroskopischer
Zahlung der Leukozyten bzw. der neutrophilen Granulozyten manuell ausgewertet
werden. Die HE-Farbungen jedoch mussten digital ausgewertet werden, da es um
den prozentualen Anteil der gefarbten Flache ging. Diese Auswertung wurde, in
Zusammenarbeit mit Dr. Boeckh-Behrens, in der bereits zuvor erwdhnten Arbeit von

Michael Mehr entwickelt und etabliert.

Da die CD45- und die NE-Farbung zellgebunden sind, somit die Leukozyten bzw.
neutrophilen Granulozyten darstellen, zahlten wir diese klassischerweise manuell
unter dem Mikroskop aus. Fir alle Prdaparate verwendeten wir ein 40-fach
vergroBerndes Objektiv und ein 10-fach vergréBerndes Okular, d.h. eine 400-fache
VergroRerung. Da nicht alle Zellen homogen in einem Thrombus verteilt waren,
verschafften wir uns zunichst eine Ubersicht des Praparats. Wir wiahlten jeweils 5
reprasentative Gesichtsfelder aus. Diese wurden eingestellt, ausgezahlt und zuletzt

daraus ein Mittelwert bestimmt.

Um die HE-Farbungen auszuwerten, wurden alle Prdparate eingescannt und
digitalisiert. Die quantitative Analyse der Komponenten eines Thrombus wurde durch
halbautomatische farbbasierte Segmentierung mittels Photoshop CS4 (Adobe)

durchgeflhrt. Abbildung 6 zeigt den Schnitt eines Thrombus mit HE-Farbung.
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Abbildung 6 Thrombus mit HE-Féirbung

Durch Farbsegmentation und Grauwertbestimmung mithilfe von Photoshop CS4
(Adobe) konnte letztendlich der jeweilige Flachenanteil des Thrombus berechnet
werden. Fir alle Praparate wurde das gleiche Schema der Grauwertanalyse zur
Auswertung angewendet. Es folgten zahlreiche Markierungen und Befehle, die
anhand der folgenden Bilder exemplarisch dargestellt sind. Zunachst wurden die
Farben definiert. Die Funktion ,Farbbereich” definierte hier die Erythrozyten rot, das
Fibrin und die Thrombozyten rosa, die Zellkerne blau. Nach Anwahl der Farbbereiche
wurde ein jeweiliger Bereich in eine neue Ebene kopiert und anschlieRend durch
,Farbe ersetzen” auf weild gesetzt. Es entstand eine Ebene mit ausschlieRlich weillen
Pixeln. Aquivalent dazu fiihrten wir die gleichen Schritte mit schwarz durch. Es
entstand eine neue Ebene mit ausschlieflich schwarzen Pixeln. Legte man nun die
weille Ebene auf die schwarze so zeigte die Funktion , Histogramm® einen Grauwert
an, entsprechend dem Verhaltnis weiller zu schwarzer Flache. Dieser lag zwischen 0
flir schwarz und 255 fiir wei. Dieser Grauwert entsprach also prozentual dem

Flachenanteil der jeweiligen Zellen im Verhaltnis zur Gesamtflache.

Das gleiche Prinzip wendeten wir zur Bestimmung der Flache des gesamten
Thrombus auf dem Praparat im Verhaltnis zum Gesamtbild an. Somit entsprach der
am Ende entstehende Graubereich der prozentualen GréBe des Thrombus im

Gesamtbild. Alle Bilddateien wurden mit 5-facher ObjektivvergréoBerung
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aufgenommen. 1mm in der Horizontalen oder Vertikalen entsprach der Lange von

550 Pixeln und 1gmm der Flache von 302 500 Pixeln (= 550 x 550 Pixeln).

Abbildung 7 zeigt die verschiedenen Farbbereiche, hier mit einem Beispiel der
Segmentierung der blauen bzw. rosanen Pixel durch Gleichsetzen mit weil}, und die
dazugehorigen Grauwertbestimmungen durch Segmentierung Uber die schwarze

Ebene.

Abbildung 7 Beispiel Farbsegmentierung und Grauwertbestimmung
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Zur Veranschaulichung zeigt Abbildung 8 einen direkten Vergleich eines HE-gefdrbten

Thrombus mit verschiedenen Segmentierungen mittels Photoshop CS4 (Adobe).

Abbildung 8 direkter Vergleich der Segmentierung mit Photoshop CS4 (Adobe)

3.7. Klinische Daten

In Zusammenarbeit der Klinik und Poliklinik fiir Neurologie und der Abteilung fir

Neuroradiologie des Instituts fiir Radiologie wurden die klinischen Daten erhoben.

Die Ursache eines Schlaganfalls wurde, basierend auf den TOAST Klassifikationen,
festgelegt durch alle verfiigbaren diagnostischen und klinischen Informationen fiir
jeden Patienten, inklusive CT, CT Angiographie und MRT, trans- und extrakraniale
Duplexsonographie, LZ-EKG und transthorakale oder transdsophageale
Echokardiographie. Alle TOAST Zuordnungen wurden zusatzlich durch Professor

Poppert verifiziert.

Zudem wurden interventionelle und klinische Variablen erhoben, die potenziellen
Zusammenhang mit der Atiologie des Schlaganfalls haben kdnnten. Hierunter zihlen
die Zeit bis zur Reperfusion (Zeit von Symptombeginn bis zur Rekanalisation),

Rekanalisierungszeit (Zeit von erster bis zur finalen Angiographie), Anzahl der
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Thrombektomieversuche, NIHSS vor Intervention und bei Entlassung, und mRS
innerhalb von 90 Tagen. NIHSS wurden hierbei vom jeweiligen verantwortlichen
Neurologen, der mRS auch durch Telefoninterviews oder durch Aufarbeitung der

Arztbriefe der Rehakliniken, bewertet.

Neuroradiologische Daten wurden durch Dr. Boeckh-Behrens zur Verfligung gestellt

und validiert.

3.8. Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte durch das Programm SPSS Statistics 23.0, IBM

(SPSS Inc, IBM, Ehningen, Deutschland) und R (http://www.r-project.org).

Innerhalb der Gruppen wurden Unterschiede, vor allem der verschiedenen TOAST
Gruppen, durch den nicht-parametrischen Kruskal-Wallis-Test dargestellt. Boxplot
Grafiken wurden zur Darstellung der Gruppenunterschiede verwendet. Alle
statistischen Analysen wurden durch einen erfahrenen Statistiker (F. Scheipl, PhD,
Institut flr Statistik der Ludwig-Maximilian-Universitat Minchen, Deutschland)

geprift (Boeckh-Behrens et al., 2016a).
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3.9. Liste der verwendeten Gerdte, Materialien, Software, Chemikalien

Tabelle 12 Gerdite
Gerat Name und Hersteller
Mikroskop Axio Observer.Z1, Zeiss (Oberkochen, D)
Mikroskop Axioplan, Zeiss (Oberkochen, D)
Klhlplatte COP30, Medite (Burgdorf, D)

Heildampfgerat
Mikrotom
Warmeschrank
Mikroskop

Wasserbad
Eindeckelungsautomat

Einbettungsautomat
Paraffinblockierungs-

Automat

Farbeautomat

Tabelle 13 Materialien

Material

DG 2423, Severin (Sundern, D)

Microm HM 335 E, Microm International (Walldorf, D)
Modell 400, Memmert (Schwabach, D)

NanoZoomer XR, Hamamatsu (Hamamatsu City, Japan)
Paraffin-Streckbad TFB35, Medite (Burgdorf, D)
Promounter RCM 2000, Medite (Burgdorf, D)

Shandon Excelsior ES, Thermo Scientific (Waltham,

Massachusetts, USA)

TBS 88, Medite (Burgdorf, D)
TST 44 C, Medite (Burgdorf, D)

Name (Artikelnummer), Hersteller

pH-Indikatorstreifen

Microtom-Messer

Deckglaser

Dosatest (35309.606), VWR BDH Prolab (Radnor,
Pennsylvania, USA)

Feather Microtome Blade S35 (207500000), pfm medical
(K8ln, D)

Menzel-Glaser, Thermo Scientific (Waltham,
Massachusetts, USA)
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Hydrophober Stift Mini Pap Pen (00-8877), Invitrogen ( Carlsbad, Kalifornien,
USA)
Objekttrager Superfrost Plus (JIB0O0AMNZ), Thermo Scientific
(Waltham, Massachusetts, USA)
Tabelle 14 Software

Name, Hersteller

Bildbearbeitung
Bildbearbeitung

NDP View 1.2.25, Hamamatsu (Hamamatsu City, Japan)
Photohop CS4, Adobe (San Jose, Kalifornien, USA)

Statistik SPSS Statistics 23.0, IBM (SPSS Inc, IBM, Ehningen, Deutschland)
Tabelle 15 Chemikalien
Chemikalie Name (Artikelnummer), Hersteller

Sekundarantikérper Anti-Mouse IgG biotinyliert (BA-2000), Vector

(Burlingame, Kalifornien, USA)

Sekundarantikérper Anti-Rabbit 1gG biotinyliert (BA-1000), Vector

Blocking-Kit

Puffer
Ethanol

Fixierungsmittel

Farbstoff

(Burlingame, Kalifornien, USA)

Avidin / Biotin Blocking-Kit (SP-2001), Vector
(Burlingame, Kalifornien, USA)

Dulbecco’s PBS 1x (H15-002), PAA (Pasching, Osterreich)
Ethanol (108543), Merck (Darmstadt, D)

Formaldehyd-Losung 3,5%-3,7% (27244), Fischar
(Saarbrtcken, D)

Hematoxylin Ready to use (008011), Invitrogen
(Carlsbad, Kalifornien, USA)
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Farbstoff

Primarantikorper

Normalserum

Normalserum

Primdrantikorper

Mounting Medium
Salzsdure
Trisodium Citrat
Detergenz

ABC-Kit

Wasserstoffperoxid

Xylol

Liquid DAB+ Chromogen (K3468), Dako (Glostrup,
Danemark)

Monoclonal Mouse Anti-Human Neutrophil Elastase,
Clone NP57 (M0752), Dako (Glostrup, Danemark)

Normal Goat Serum (S-1000), Vector (Burlingame,
Kalifornien, USA)

Normal Horse Serum (5-2000), Vector (Burlingame,
Kalifornien, USA)

Polyclonal Rabbit Anti-Human CD45 (AHP1726), abd
Serotec (Kidlington, GroRbritannien)

Roti-Histokitt (6638.2), Carl Roth (Karlsruhe, D)
Salzsdure (109058), Merck (Darmstadt, D)

Trisodium Citrat (51804), Sigma (St. Louis, Missouri, USA)

Tween 20 (P9416), Sigma (St. Louis, Missouri, USA)

Vectastain ABC-Kit Elite (PK-6100), Vector (Burlingame,

Kalifornien, USA)

Wasserstoffperoxid 30% (107209), Merck (Darmstadt, D)

Xylol (108684) Merck (Darmstadt, D)
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4. Ergebnisse

4.1. Patientenkollektiv

145 Thromben wurden insgesamt geborgen, davon 137 qualitativ geeignete
histologisch weiterverarbeitet und untersucht. Die klinischen Daten der 137

Patienten sind in Tabelle 16 zusammengefasst.

Das Verhiéltnis von Madnnern zu Frauen war nahezu gleich (49 zu 51%). Das mediane
Alter lag bei 73 Jahren (18-92 Jahre). Als vaskuladre Risikofaktoren wurden arterielle
Hypertonie, KHK, VHF, Diabetes mellitus und die Raucheranamnese erfasst. 68% der
Patienten hatte eine arterielle Hypertonie (90/133), fast die Halfte der Patienten
Vorhofflimmern (63/134).

4.2. Atiologie

Hinsichtlich der Atiologie der Schlaganfille waren fast die Hélfte (49,3%, 67/136)
kardioembolischer Genese, TOAST 2. Als arterioembolische Schlaganfille, TOAST 1,
wurden 16,2% (22/136) klassifiziert.

Von 11 TOAST 4 (andere Ursachen) klassifizierten Schlaganfallen waren 8 Patienten
mit Dissektionen, ein Patient mit einem entziindlichen Prozess, der die ICA infiltrierte,
einer mit radiogener Stenose und ein Patient mit lokalem Thrombus nach Clipping

der MCA bei Aneurysma.

Insgesamt wurden 36 (26,5%) kryptogene Schlaganfallpatienten (TOAST 5) in die
Studie eingeschlossen. 12 zeigten eine unvollstindige Aufarbeitung. 7 dieser
Patienten verstarben friihzeitig, 4 wurden in ein anderes Krankenhaus Gberwiesen.
Ein Patient erhielt keine Echokardiographie. Um verfalschte Ergebnisse zu vermeiden

wurden diese Patienten fiir weitere Subgruppenanalysen ausgeschlossen.
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Die Hauptverschlusslokalisation zeigte sich liberwiegend im vorderen Stromgebiet,
davon bei Uber 50% der Patienten in der MCA und etwa 20% in der ICA. Die
Verschliisse des hinteren Stromgebietes, der Basilararterie und der PCA betrugen

11% (Boeckh-Behrens et al., 2016a).

Tabelle 16 Baseline-Charakteristika (Boeckh-Behrens et al., 2016a).

Characteristic n=137
Age, y, median, range 73, 18-92
Sex, n (%)

Female | 70(51)
Vascular risk factors

Hypertension 68% (90/133)
Coronary artery disease 17% (22/133)
Atrial fibrillation 47% (63/134)
Diabetes mellitus 18% (24/133)
History of smoking 33% (35/106)
IV tPA, n (%) 85 (62)
Occlusion site, n (%)

MCA 74 (54)
ICA including carotid-T 27 (20)
Combined ICA and MCA/ACA 19 (14)
ACA 2(1)
Basilar artery/PCA 15 (11)
Baseline NIHSS (range, median+SD), n=125 (91.2%) 15, 2-33
mRS (90 d), n=69 (50.4%)

0-2 27 (39.1%)
>2 42 (60.9%)
Stroke cause (TOAST), n=136, n (%)

1=arterioembolic 22 (16.2)
2=cardioembolic 67 (49.3)
4=other determined cause 11(8.1)
5=cryptogenic 36 (26.5)
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4.3. Farbungen und Histologie

Primdrer Endpunkt stellte der Zusammenhang zwischen der Atiologie des
Schlaganfalls und der Thrombuszusammensetzung dar, angegeben in Prozent der
Hauptkomponenten Fibrin/Thrombozyten (F/P), Erythrozyten (RBC) und Leukozyten
(WBC). Bei der HE-Farbung kann man nicht eindeutig zwischen Fibrin und
Thrombozyten unterscheiden, so dass diese beiden Bestandteile zusammengefasst

wurden (F/P).

Insgesamt zeigte die Thrombuszusammensetzung durchschittlich vergleichbare
Anteile von F/P (47%, 2-89) und RBC (43%, 2-96). Die medianen histologischen

Ergebnisse zeigt Tabelle 17.

Tabelle 17 Interventionelle & histologische Parameter (Boeckh-Behrens et al.,

2016a).
Interventional parameters
Time to treat (min):
220, 15-625
median, range
Recanalization time (min):
median, range 50, 10-308
Number of maneuvers:
3,1-12
median, range
TICI score (percentage), n = 137
TICI O 2.2%
TICI 2a 8%
TICI 2b 35%
TICI 3 54.7%
Histological parameters
Thrombus components , median
percentage, range
FIP 47%, 2-89
RBC 43%, 2-96
WBC 7%, 1-31
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4.4. Interventionelle Parameter

Die durchschnittliche Zeit bis zur Intervention betrug 220min (15-625min). Etwa 3
Manover (1-12) wurden durchgefiihrt zur Rekanalisation, wobei im Median 50min
(10-308min) Zeit benotigt wurden. In 89,7% wurde eine erfolgreiche Rekanalisation

erreicht, definiert als TICI 2b oder 3. Ebenso zu sehen in Tabelle 17.

4.5. Primére Endpunkte

Alle Hauptkomponenten der Thromben zeigten signifikante Unterschiede zwischen
kardioembolischer (TOAST 2) und nicht-kardioembolischer Genese (TOAST 1 und 4).
Kardioembolische Thromben hatten einen héheren Anteil an F/P (52,6% zu 40,9%,
p=0,009), weniger RBC (38,3% zu 52,7%, p=0,003), und mehr WBC (9,1% zu 6,5%,
p=0,035) als nicht-kardioembolische Thromben. Zudem zeigten auch alle
pradefinierten therapeutischen und klinischen Daten, auRer der Zeit bis zur
Reperfusion, signifikante Unterschiede zwischen diesen beiden Gruppen (Boeckh-
Behrens et al., 2016a). Tabelle 18 zeigt die Unterschiede zwischen nicht-

kardioembolischen und kardioembolischen Schlaganfallpatienten.
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Tabelle 18 Vergleich nichtkardioembolischer und kardioembolischer

Schlaganfallpatienten (Boeckh-Behrens, Kleine, et al., 2016).

Noncardioembolic, Cardioembolic, P

Mean (xSD) Mean (+SD) Value|
FIP, %* 40.9 (£23.3)n=33 52.6 (£18.6)n=67 | 0.009
RBC, %* 52.7 (£25.2)n=33 38.3 (£x20.0)n=67 |0.003
WBC, %* 6.5 (£3.8)n=33 9.1 (£6.4)n=67 0.035
NIHSS (pre) 12.0 (£5.0)n=30 15.2 (£6.2)n=63 | 0.016
NIHSS (post) 4.8 (£9.2)n=31 11.9 (£13.4)n=59 |0.001
Difference NIHSS 8.38 (+x4.5)n=29 3.8 (+1O 8)n=58 |0.026
mRS (90 d) 1.4 (£1.8)n=12 6 (£1.9)n=37 0.002
No. of maneuvers 2.1 (x£1.7)n=31 .6 (2. 7)n 62 0.001
Recanalization 47.7 (x41.1)n=31 64.1 (£51.7)n=63 |0.035
time, min
Time to 248.3 (x138.1)n=26 | 280.5(+113.7)n=58 | 0.753
reperfusion, min

F/P indicates fibrin/platelet; mRS, modified Rankin Scale; NIHSS, National
Institutes of Health Stroke Scale; RBC, red blood cell; and WBC, white blood
cells.

" Primary target variables.

Bei Patienten mit kryptogenen Schlaganfillen war der Anteil von F/P fast identisch zu
dem Anteil von F/P bei kardioembolischen Schlaganfallpatienten (50,8% zu 52,6%,
p=0,592), jedoch signifikant hoher in nicht-kardioembolischen Thromben (50,8% zu
40,9%, p=0,049). Auch die Anzahl an RBC war &dhnlich hoch in kryptogenen wie in
kardioembolischen Thromben (42% zu 52,7%, p=0,069). Die WBC dagegen zeigten
einen ahnlichen Anteil in Thromben kryptogener und nicht-kardioembolischer
Genese (7,1% zu 6,5%, p=0,487). Bis auf die Zeit bis zur Reperfusion, dem Unterschied
des NIHSS pre und post-interventionell und die Rekanalisationszeit, waren auch hier
alle interventionellen und klinischen Daten signifikant unterschiedlich zwischen

diesen beiden Gruppen.
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Bericksichtigt man zudem die 12 der 36 Patienten mit kryptogenen Schlaganfallen,
die keine vollstandige Aufarbeitung erhalten haben, stellt sich der signifikante
Unterschied, trotz kleinerer Fallzahl, noch deutlicher dar (n=24, p=0,028 fir F/P
Anteil: 53,9% und p=0,044 fir den RBC Anteil:39,5%). Tabelle 19 zeigt die

Unterschiede

Schlaganfallpatienten.

zwischen

nicht-kardioembolischen und

Tabelle 19 Vergleich nicht-kardioembolischer und kryptogener

Schlaganfallpatienten (Boeckh-Behrens et al., 2016a).

kryptogenen

reperfusion, min

Noncardioembolic, Cryptogenic, Mean P

Mean (+SD) (=SD) Value
FIP, %* 40.9 (£23.3)n=33 50.8 (+20.8)n=36 | 0.049
RBC, %* 52.7 (£25.2)n=33 42.0 (£21.4)n=36 | 0.069
WBC, %* 6.5 (£3.8)n=33 7.1 (x4.5)n=36 |0.487
NIHSS (pre) 12.0 (£5.0)n=30 16.3 (£6.9)n=32 | 0.010
NIHSS (post) 4.8 (£9.2)n=31 14.6 (£16.9)n=32 | 0.006
Difference NIHSS 8.38 (x4.5)n=29 3.1 (x13.2)n=31 |0.189
mRS (90 d) 1.4 (£1.8)n=12 3.9 (£2.2)n=21 0.004
No. of maneuvers 2.1 (£1.7)n=31 3.7 (x2.4)n=34 | 0.003
Recanalization 47.7 (£41.1)n=31 57.7 (£39.5)n=34 | 0.096
time, min
Time to 248.3 (+138.1)n=26 | 271.9 (£87.1)n=27 | 0.323

F/P indicates fibrin/platelet; mRS, modified Rankin Scale; NIHSS, National
Institutes of Health Stroke Scale; RBC, red blood cell; and WBC, white blood

cells.

" Primary target variables.
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Es zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen allen Gruppen fir den Anteil der
RBC (p=0,038), jedoch keinen signifikanten Unterschied der Anteile von F/P (p=0,056)
und WBC (p=0,127). Keine nachweisbaren Unterschiede zeigen die
Thrombuszusammensetzungen zwischen arterioembolischen (TOAST 1) und
Schlaganfédllen anderer Genese (TOAST 4) und zwischen den Gruppen
kardioembolischer (TOAST 2) und kryptogenen Schlaganfallen (TOAST 5), dargestellt
als Boxplot-Diagramm A in Abbildung 7. RBC stellen die dominante Komponente in

TOAST 1 und 4 dar, wohingegen bei TOAST 2 und 5 die Anteile F/P dominieren.

Darliber hinaus zeigen auch erhobene interventionelle sowie klinische Parameter
Ahnlichkeit zwischen der TOAST 1 und 4 Gruppe sowie der TOAST 2 und 5 Gruppe.
Abbildung 7 zeigt die Ahnlichkeiten mittels Boxplot, ausgewertet mittels Kruskal-
Wallis Test (P-Werte*<0,05 tabellarisch dargestellt fur signifikante Unterschiede,
grau hinterlegt fiir Ahnlichkeiten zwischen den TOAST Gruppen), beispielhaft an der
Anzahl der bendtigten Mandver zur Rekanalisation (Abbildung 7B) und dem mRS
nach maximal 90 Tagen (Abbildung 7C). Kardioembolische und kryptogene
Schlaganfallpatienten zeigten eine signifikant hdhere Anzahl an bendétigten
Manovern zur Rekanalisation und signifikant schlechtere mRS nach 90 Tagen im
Vergleich zu den arterioembolischen oder Schlaganfillen anderer Genese (Boeckh-

Behrens et al., 2016a).
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Abbildung 9 Zusammenhang Atiologie & histologische Komponenten und Anzahl

der Rekanalisationsmanéver/mRS (Boeckh-Behrens et al., 2016a).
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5. Diskussion

Erst mit der Bergung von Thromben durch gezielte Thrombektomien als Therapie von
akuten Schlaganfdllen ergab sich die Moglichkeit der histopathologischen Analyse
von menschlichen Thromben. Die anschlieBende Entwicklung von Stentretrievern
und die vermehrte Anwendung von mechanischen Thrombektomien im klinischen
Alltag fihrten zu zahlreicheren und spezifischeren Thrombusanalysen. In
vorangegangenen als auch unseren Studien zeigten sich unterschiedliche
histologische Zusammensetzungen der Thromben abhingig von der Atiologie. Auch
interventionelle und klinische Ergebnisse lassen eine Schlussfolgerung auf die

Herkunft der Thromben zu.

5.1. Baseline-Charakteristika

Die klinischen Daten der Patienten geben einen Uberblick (iber erhobene
Risikofaktoren sowie die kardiologische Vorgeschichte der Patienten, die die
Zusammensetzung der Thromben beeinflussen kdnnten. Ein fortgeschrittenes Alter
ist verbunden mit einem schlechterem klinischen Outcome sowie einer héheren
Pravalenz an Vorhofflimmern. Dies beinhaltet eine hdhere Inzidenz von
kardioembolischen Ereignissen. Umgekehrt sind Patienten mit kardioembolischen
Schlaganféllen im Schnitt dlter als Schlaganfallpatienten mit anderer Genese (Marini
et al., 2005, Putaala et al., 2015). Auch in unserer Studie kdnnen wir dies bestétigen.
Das durchschnittliche Alter war bei Patienten mit kardioembolischen Schlaganfall
signifikant hoher als das der anderen Patienten, auch der kryptogenen
Schlaganfallpatienten. Zudem waren die TOAST 4 Patienten signifikant jlinger als alle
anderen TOAST Gruppen, inklusive der arterioembolischen Schlaganfallpatienten.
Folglich kénnen die Ergebnisse unserer Studie, vor allem die Ubereinstimmungen der

technischen und klinischen Parameter von kryptogenen und kardioembolischen
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sowie von TOAST 1 und TOAST 4 Gruppen, nicht durch eine dhnliche Altersverteilung

begriindet werden (Boeckh-Behrens et al., 2016a).

5.2. Histologie

Die Daten unserer Studie mit insgesamt 137 Patienten unterstiitzen die Ergebnisse
vorangegangener Studien, wie bereits oben erwdhnt, dass kardioembolische
Thromben histopathologisch  unterschiedlich zu nicht-kardioembolischen,
kryptogene Thromben aber aus Gleichen oder zumindest aus ahnlich bestehenden
Komponenten wie kardioembolische Thromben zusammengesetzt sind.
Insbesondere in Schlaganfdllen kardioembolischer Genese zeigten sich hdhere
Anteile an F/P und Leukozyten und ein kleinerer Anteil an Erythrozyten im Vergleich

zu anderen Atiologien.

Auch die Ahnlichkeit der Zusammensetzung von kryptogenen und kardioembolischen
Thromben konnten wir histopathologisch in unserer Studie demonstrieren. Dies
unterstitzt einmal mehr die Hypothese, dass die meisten kryptogenen Schlaganfalle

kardioembolischer Genese sind.

Ebenso kamen Sporns et al. 2017 zum Ergebnis, dass kardioembolische Thromben
einen hoheren Anteil an Fibrin/Thrombozyten (60.0% versus 51.5%; P=0.027) sowie
Leukozyten (8.0% versus 5.0%; P=0.026), daflir weniger Erythrozyten (28.0% versus
42.0%; P=0.005) beinhalten als nicht-kardioembolische Thromben (Sporns et al.,
2017, Boeckh-Behrens et al., 2016a).

Die Studie von Maekawa et al. belegte einen héheren Anteil an Fibrin bei Thromben
kardioembolischer Genese (66.2 + 25.8 vs. 46.4 + 25.5%; p = 0.03) und einen
niedrigeren Anteil an Erythrozyten (29.5 + 26.2 vs. 49.6 £ 26.1%; p = 0.03) als die
nicht-kardioembolischer Genese. Es bestand jedoch in dieser Studie kein signifikanter

Unterschied des Leukozytenanteils zwischen den Thromben von Patienten mit
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Kardioembolien und denjenigen mit nicht-kardioembolischen Thromben (Maekawa

et al., 2018).

Die Arbeitsgruppe um Niesten et al. dahingegen konnte keinen Zusammenhang
zwischen dem Anteil an Fibrin oder an Thrombozyten und der Herkunft der
Thromben sehen. Dies kann zunachst an der wesentlich kleineren Anzahl an
untersuchten Thromben (n=22), aber auch an der unterschiedlichen Methodik zur
Analyse der Thromben liegen. Hier wurde zwischen Fibrin und Thrombozyten
unterschieden, wohingegen unsere Studie, bedingt durch die Anwendung der HE-
Farbung, nicht zwischen diesen beiden Komponenten unterschieden hat. F/P galt als
eine zusammengefasste Komponente der Thromben. Wir kdnnen jedoch bestatigen,
ebenso wie Niesten et al., dass kardioembolische Thromben einen niedrigeren Anteil,
nicht-kardioembolische Thromben den hochsten Anteil an RBC aufweisen (Niesten et

al., 2014).

Im Gegensatz dazu zeigte die Studie von Kim et al. 2015, einen hohen Anteil an RBCs
und einen niedrigen Anteil an Fibrin in kardioembolischen Thromben (Kim et al.,
2015). Auch hier ist die Anzahl der Studienteilnehmer sehr viel kleiner (n=37). Nur 8
(21,6%) wurden als nicht-kardioembolische Thromben eingestuft. Ebenso wurde hier

bei der Auswertung zwischen Fibrin und Thrombozyten unterschieden.

Thromben kryptogener Genese zeigen die gleiche Zusammensetzung wie
kardioembolische Thromben, mit einem hoheren Anteil an F/P und geringeren Anteil
an RBC, im Gegensatz zu nicht-kardioembolischen Thromben (arterioembolische
Genese TOAST 1 und TOAST 4, Abbildung 7A). Analoge Gemeinsamkeiten zwischen
kryptogenen und kardioembolischen und Unterschiede zu nicht-kardioembolischen
Schlaganfallen, bezogen auf interventionelle Parameter und klinischem Outcome
(Abbildung 7B und 7C), wurden ebenso festgestellt. Die Unterschiede zwischen

kryptogenen und nicht-kardioembolischen Schlaganfdllen waren zwar nicht so
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eindeutig wie die zwischen kardioembolischen und nicht-kardioembolischen
Schlaganfillen, trotzdem weiterhin signifikant fir F/P und fir den GroRteil der
klinischen und interventionellen Parameter. Noch deutlicher zeigten sich die
histologischen Unterschiede, wenn Patienten, deren diagnostische Untersuchungen
unvollstdandig waren, aus der Auswertung ausgeschlossen wurden. Hier stellten sich
die Gemeinsamkeiten von kryptogenen und kardioembolischen Thromben deutlich
ausgepragter dar. Diese Ergebnisse lassen schlussfolgern, dass die Mehrzahl, wenn
auch nicht alle, der kryptogenen Schlaganfidlle kardioembolischer Genese sind
(Boeckh-Behrens et al.,, 2016a). Zudem sahen in unseren histologischen
Auswertungen arterio-arterielle embolische Thromben aus wie
Dissektionsthromben. Die einen haben eine komplizierte atherosklerotische
Plaquebildung, meist dltere Patienten, die anderen sind jung und haben keine
Atherosklerose. Offensichtliche Plaguebestandteile einschlieBlich Kalk wurden

jedoch praktisch nie gefunden.

5.3. Klinik

Mit unserer Auswertung der unterschiedlichen TOAST Gruppen in Zusammenhang
mit den einzelnen Komponenten der Thromben sowie interventionellen und
klinischen Parametern lassen die Ergebnisse, auch auf klinischer Ebene spekulieren,

dass der Grof3teil der kryptogenen Schlaganfalle kardioembolischer Genese ist.

Die Resultate der Studie unserer Arbeitsgruppe, die dieser Arbeit vorgeschaltet
waren, zeigten im ersten Schritt, dass Thromben mit hohem Anteil an Leukozyten
vermehrt organisierte Thromben kardioembolischer Genese sind. Sie weisen eine
geringere Rekanalisationsrate und ein schlechteres Outcome vor (Boeckh-Behrens et
al., 2016b). Diese Ergebnisse kdnnen wir mit der vorliegenden Studie bestatigen.
Kardioembolische  Schlaganfille  bendtigen eine  hdhere  Anzahl an

Rekanalisationsmandvern (Abbildung 7B) und haben ein schlechteres Outcome, bei
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uns nachgewiesen durch einen héheren mRS (Abbildung 7C) und NIHSS, im Vergleich
zu nicht-kardioembolischen Schlaganfdllen. Auch andere Verd6ffentlichungen
stimmen mit diesen Ergebnissen Uberein: Kardioembolische Schlaganfille, vor allem
durch Vorhofflimmern, zeigen ein schlechteres Outcome und eine hohere Rezidivrate
(Marini et al., 2005, Kolominsky-Rabas et al., 2001). Arboix et al. betonen, dass
kardioembolische Schlaganfille zudem die héchste Mortalitat (27,3%) im Vergleich

zu Schlaganfallen anderer Genese aufweisen (Arboix and Alié, 2010).

Gleicherweise untersuchten andere Studien die Genese von kryptogenen
Schlaganfdllen und kamen zu dem Schluss, dass unter ebendiesen die Rate an
Patienten mit Vorhofflimmern steigt, je intensiver eine Langzeit-Diagnostik
durchgefiihrt wurde. Sposato et al. zeigte 2015 in einer grol3 angelegten
Metaanalyse, dass nahezu ein Viertel der Patienten nach Schlaganfall
Vorhofflimmern hatten (23,7%). Das sind mehr Patienten als friiher angenommen,
so dass dementsprechend vermutlich mehr Patienten von einer oralen
Antikoagulation profitieren wirden, um das Risiko eines Schlaganfallrezidivs zu

reduzieren und dem vorzubeugen (Sposato et al., 2015).

Die intravendse Verabreichung von rtPA kann direkten Einfluss auf die
Thrombuszusammensetzung durch Stérung des Gerinnungssystems haben, so dass
ein histologischer Unterschied zwischen der Zusammensetzung der Thromben
denkbar ware. Da wir bei unseren Analysen keinerlei histologische Unterschiede
zwischen diesen beiden Gruppen feststellen konnten, kann auch diese potentielle

Fehlerquelle ausgeschlossen werden.

Zusammengefasst unterstlitzen sowohl unsere histopathologischen Analysen als
auch die klinischen und interventionellen Ergebnisse die Hypothese, dass

kardioembolische und kryptogene Schlaganfille sich (iberschneidende Ursachen
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haben, jedoch von TOAST 1 und TOAST 4 Gruppen zu unterscheiden und abzugrenzen
sind (Boeckh-Behrens et al., 2016a).

5.4. Einschrankungen

Die Verwendung der HE-Farbung als einzige fiir die quantitative Auswertung der
unterschiedlichen Zusammensetzung der Thromben erlaubt den direkten Vergleich
der Komponenten, fihrt jedoch aufgrund der methodischen Auswertung dazu, dass
Thrombozyten und Fibrin in der Analyse nicht differenziert werden kénnen. Dies kann
somit die Interpretation der Daten einschrdanken, beeinflusst jedoch nicht die
Kernaussagen der Studie. Die Schlussfolgerungen aus den Analysen der einzelnen
Gruppen zeigen weiterhin eindeutige Unterschiede bzw. Gemeinsamkeiten der
jeweiligen Zusammensetzung der Thromben. Dennoch kénnte die genauere
Auswertung der Thrombozyten zusatzliche Informationen zur Differenzierung der
Atiologie von Schlaganfillen zeigen. Weitere Studien sind demnach erstrebenswert,
die noch genauer die einzelnen Bestandteile der Thromben differenzieren,
bericksichtigt man vor allem bereits durchgefiihrte Analysen, die zeigen, dass der
Thrombozytenanteil die Wahrscheinlichkeit einer Embolisation von kardialen

Thromben beeinflusst (Wysokinski et al., 2004).

Die geringe Anzahl an kryptogenen Schlaganfallen, die die ESUS Kriterien erfillen, ist
eine weitere Einschrankung. Trotzdem stellen sich die Gemeinsamkeiten von
kryptogenen und kardioembolischen Thromben noch deutlicher nach Ausschluss von
nicht vollstandig ausgewerteten Patienten dar, so dass unsere Schlussfolgerungen

offensichtlich nicht durch diese Einschrdankung beeinflusst worden sind.

Auch die mechanisch geborgenen Thromben stellen nicht immer den gesamten
Thrombus dar. Ein gewisser Bias kann somit nicht ganzlich ausgeschlossen werden.
Zudem ist durch das groBe Patientenkollektiv mit individuell stark unterschiedlichen

Gegebenheiten, somit auch mit einem weiten Spektrum an
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Thrombuszusammensetzungen, die quantitative Auswertung nicht immer
reprasentativ fir den tatsachlichen gesamten Thrombus. Durch kontinuierliche
Auslegung der Thromben in optimaler langsgerichteter Ebene wurden solche
systematische Fehlerquellen so gut wie moglich vermieden (Boeckh-Behrens et al.,

2016a).

5.5. Schlussfolgerung

Mechanisch  geborgene Thromben von kardioembolischen und nicht-
kardioembolischen Schlaganfallpatienten unterscheiden sich signifikant in ihrer
histopathologischen Zusammensetzung. Kryptogene und kardioembolische
Thromben hingegen zeigen deutliche Ahnlichkeiten sowohl in ihrer
histopathologischen Zusammensetzung als auch auf interventioneller und klinischer
Ebene. Ebenso sind beide eindeutig von anderen Schlaganfallursachen abzugrenzen.
Unsere Ergebnisse legen nahe, dass der Grofteil kryptogener Schlaganfalle

kardioembolscher Genese sind (Boeckh-Behrens et al., 2016a).

Kryptogene Schlaganfdille umfassen etwa 25% aller ischamischen Schlaganfalle.
Durch die Weiterentwicklung bildgebender Verfahren sowie dem besseren
Verstandnis der Pathophysiologie und der Erkenntnis, dass ESUS eine Subgruppe der
kryptogenen Infarkte sind, regte Hart et al. bereits 2014 an, diese neu zu bewerten
und ESUS eine grofRere Gewichtung zuzuschreiben. Therapeutisch stellt ESUS eine
klare Indikation zur Plattchenhemmung des Patienten dar. Diese so Hart et al.
reduziert wesentlich das Rezidivrisiko eines ischamischen Schlaganfalls (Hart et al.,
2014). ASS wird bis heute zur sekundaren Prophylaxe von kryptogenen Schlaganfallen
verschrieben. Basierend auf der Hypothese, dass ESUS kardioembolischer Genese
sind, beispielsweise bei unentdecktem Vorhofflimmern oder anderen embolischen
Ereignissen, gibt es zahlreiche randomisierte Studien, die orale Nicht-Vitamin K-

Antagonisten (NOAC) mit ASS vergleichen (Diener et al.,, 2017). Folgende
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randomisierte klinische Studien vergleichen die direkte orale Antikoagulation mit
einer antithrombozytdaren Standardtherapie im Rahmen eines ESUS. Die
groRangelegte Phase 3-Studie ,The New Approach Rivaroxaban Inhibition of Factor
Xa in a Global Trial vs. ASA to Prevent Embolism in Embolic Stroke of Undetermined
Source (NAVIGATE-ESUS)“, durchgefiihrt in 31 Landern, mit Gber 7000 Patienten
verglich die Wirksamkeit und Sicherheit von Rivaroxaban mit Aspirin als sekundare
Schlaganfallprophylaxe bei Patienten mit kiirzlichem ESUS (Kasner et al., 2018a). Die
Patienten erhielten, aufgrund eines frihzeitigen Studienabbruchs bei Fehlen eines
Vorteils bei Gabe von Rivaroxaban, flir durchschnittlich 11 Monate ein Follow-up. Der
fehlende Vorteil bezog sich hierbei auf das Schlaganfallrisiko und das hohere Risiko
einer Blutung. Hart et al. zeigte, im Rahmen dieser NAVIGATE ESUS Studie, keine
Uberlegenheit von der tiglichen Einnahme von Rivaroxaban (15mg) im Vergleich zur
Einnahme von ASS (100mg) beziiglich des Rezidivrisikos eines Schlaganfalls bei
Patienten nach initialem ESUS, jedoch ein héheres Risiko einer Blutung. Bei 158
Patienten in der Rivaroxabangruppe (jahrliche Rate von 4,7%) und bei 160 Patienten
in der ASS Gruppe (4,7%) kam es zu einem Schlaganfallrezidiv. Starke Blutungen
zeigten 62 Patienten in der Rivaroxabangruppe (jahrliche Rate von 1,8%), in der ASS

Gruppe lediglich 23 Patienten (0,7%) (Hart et al., 2018).

Subgruppenanalysen von Patienten mit und ohne persistierend offenem Foramen
ovale (PFO), basierend auf transoesophagealer (TEE) oder transthorakaler
Echokardiographie (TTE), wurden durchgefiihrt. Insgesamt wurden bei 534 (7,4%)
Patienten ein PFO diagnostiziert. Unter den Patienten mit ESUS bei PFO konnte die
Antikoagulation das Risiko eines Schlaganfallrezidivs um fast die Halfte senken.
Patienten mit PFO, die ASS erhielten, hatten eine Schlaganfallrezidivrate von 4,8
Ereignissen. Im Vergleich zu 2,6 Ereignissen pro 100 Personenjahren bei Patienten,
die mit Rivaroxaban behandelt wurden. Weitere Studien, die die Antikoagulation mit

der antithrombozytdaren Therapie oder mit dem Verschluss des PFO, oder gar mit
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beidem, vergleichen, sind erstrebenswert, um in dieser speziellen Patientengruppe
eine genauere Schlussfolgerung treffen zu konnen. Das Risiko einer starken Blutung
mit Rivaroxaban versus ASS war dhnlich bei Patienten mit neu diagnostiziertem PFO

(Kasner et al., 2018b).

2015 verglich die Studie ,Design of Randomized, double-blind, Evaluation in
secondary Stroke Prevention comparing the EfficaCy and safety of the oral Thrombin
inhibitor dabigatran etexilate vs. acetylsalicylic acid in patients with Embolic Stroke
of Undetermined Source (RE-SPECT ESUS)“ um Diener et al., die Wirkung von
Dabigatran mit Aspirin bei Schlaganfallpatienten mit stattgehabtem ESUS. Etwa 6000
Patienten mit ESUS aus lGiber 550 Zentren wurden mindestens 6 Monate, maximal bis
zu 3 Jahre behandelt. Die Studie sollte zeigen, ob der orale Thrombin Inhibitor
Dabigatran zur Pravention eines Schlaganfallrezidivs, eingenommen innerhalb von 3
Monaten nach ESUS, in seiner Wirkung und Sicherheit ASS (berlegen ist. Dabei
wurde, randomisiert und doppelblind, eine Dosis von 150mg Dabigatran zweimal am
Tag (reduziert auf 110mg bei Patienten >75Jahre und/oder GFR 30-50ml/min) oder
100mg ASS einmal taglich verabreicht (Diener et al., 2015).

Die Ergebnisse wurden unter anderem 2019 von Diener et al. veroffentlicht: nach
einem medianen follow-up von 19 Monaten hatten 177 Patienten (6,6%) aus der
Dabigatran Gruppe (4,1% pro Jahr) und 207 Patienten (7,7%) aus der ASS Gruppe
(4,8% pro Jahr) ein Schlaganfallrezidiv. Der Unterschied war somit statistisch nicht
relevant (p= 0,10). Ischamische Schlaganfille zeigten 172 Patienten (4,0% pro Jahr)
und 203 Patienten (4,7% pro Jahr). Bei Patienten mit kirzlich stattgehabtem ESUS
zeigte demnach die Einnahme von Dabigatran keine Uberlegende Wirkung im
Vergleich zu Aspirin bezlglich der Pravention eines Schlaganfallrezidivs. Auch das
Risiko einer starken Blutung zeigte sich in diesen beiden Gruppen dhnlich (1,7% pro

Jahr zu 1,4%). Dahingegen zeigten sich mehr klinisch relevante nichtstarke
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Blutungsereignisse in der Dabigatran Gruppe (1,6% pro Jahr zu 0,9%) (Diener et al.,
2019).

Der weltweite Standard zur sekundaren Prophylaxe von kryptogenen Schlaganfillen
ist weiterhin die antithrombozytare Hemmung (Giruparajah et al., 2015). Auch
aufgrund unserer Ergebnisse und zahlreicher anderer Studien sollte dies weiter

diskutiert werden.

Favilla et al. zeigte beispielsweise, dass eine betrachtliche Anzahl an Patienten mit
ESUS unentdecktes VHF haben kdnnen. Vor allem Patienten >60 Jahre oder mit
vorherigen kortikalen oder zerebelldren Infarkten zeigten einen erhéhten Nachweis
an unentdecktem VHF (Favilla et al.,, 2015). In diesen Fallen ist das VHF
asymptomatisch, subklinisch oder paroxysmal. Dementsprechend gibt es zwei
Strategien die sekunddre Schlaganfallpravention bei Patienten mit ESUS zu
verbessern: die eine Moglichkeit ware die Anlage eines Langzeit-EKGs. Alternativ
konnten alle Patienten mit ESUS, ohne Nachweis von VHF im kurzfristigen
Monitoring, antikoaguliert werden. Letztere Methode ist im klinischen Alltag besser

umsetzbar als die Verwendung eines Langzeit-EKGs (Diener et al., 2015).

Das Konzept von ESUS vereinfacht zwar die Entwicklung einer standardisierten
Herangehensweise kryptogene Schlaganfalle zu diagnostizieren und klinische Studien
durchzufiihren. Bis heute konnten die groRBen randomisierten Studien jedoch keine
Reduzierung des Schlaganfallrisikos mittels Gabe von Antikoagulantien zeigen, so
dass antithrombozytdare Medikamente weiterhin das Mittel der ersten Wahl bei
Patienten mit ESUS bleiben. Dennoch bedarf es einer genaueren Erhebung der
Schlaganfallursache bei Patienten mit einem hohen Risiko eines Schlaganfallrezidivs
(beispielsweise bei Patienten mit rezidivierenden embolischen Infarkten trotz
Therapie mit Aspirin), inklusive kardialer Bildgebung und verldangerter kardialer

Rhythmusiberwachung. Mehrere Studien mit ausstehenden Ergebnissen und mit
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einem schnellen Fortschreiten in unserem Verstandnis fur die Pathophysiologie von
ESUS, werden neue Subkategorien sowie Zuordnungen dieser fir die optimale

Behandlung fir jede ESUS Subgruppe in naher Zukunft erwartet (Tsai et al., 2021).

Unsere Ergebnisse basieren auf Gruppenanalysen, die jedoch betrachtliche
interindividuelle Schwankungen der erhobenen Parameter zeigen. Trotzdem wadre es
winschenswert die Auswertung der histologischen Zusammensetzung der Thromben
zu nutzen, um Schlussfolgerungen zur Ursache von Schlaganfallen von individuellen
Patienten erheben zu koénnen. Eine solche Herangehensweise, durch
histopathologische Analysen, kann in Zukunft erhebliche Zusatzinformationen
generieren, auch beim individuellen Patienten. Die histologische Analyse der
Thrombuszusammensetzung allein kann keine individuellen
Behandlungsentscheidungen treffen. Dennoch kénnte die Analyse der Thromben vor
allem bei Patienten, wo die alltagliche Diagnostik zu keiner klaren Ursache des

Schlaganfalls kommt, weiterfiihren (Boeckh-Behrens et al., 2016a).
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6. Zusammenfassung

Hintergrund: Der Schlaganfall ist weltweit die zweithaufigste Todesursache und eine
der fihrenden Ursachen fiir eine Behinderung als Erwachsener. Mit der Bergung von
Thromben durch gezielte Thrombektomien als Therapie von akuten Schlaganfallen
ergab sich die Moglichkeit der histopathologischen Analyse von menschlichen

Thromben, unter anderem, zur genaueren Zuordnung der Atiologie des Infarkts.

Methode: 145 Patienten mit akuten Schlaganfdllen wurden mit einer endovaskuldren
mechanischen Rekanalisation therapiert. 137 Thromben wurden zur weiteren

histologischen und immunhistochemischen Analyse verwendet.

Die Auswertung der Prdparate erfolgte auf 2 verschiedene Art und Weisen. Die
immunhistochemischen Farbungen konnten mittels mikroskopischer Zahlung der
Leukozyten bzw. der neutrophilen Granulozyten manuell, die HE-Farbungen mussten
digital ausgewertet werden. Hier wurde eine quantitative Analyse der Komponenten
eines Thrombus durch halbautomatische farbbasierte Segmentierung mittels

Photohop CS4 (Adobe) durchgefiihrt.

Ergebnisse: Alle Hauptkomponenten der Thromben zeigten signifikante
Unterschiede zwischen kardioembolischer und nicht-kardioembolischer Genese.
Kardioembolische Thromben hatten einen hoheren Anteil an F/P (p=0,009), weniger

RBC (p=0,003), und mehr WBC (p=0,035) als nicht-kardioembolische Thromben.

Bei Patienten mit kryptogenen Schlaganfillen war der Anteil von F/P fast identisch zu
kardioembolischen Schlaganfallpatienten (p=0,592). Auch die Anzahl an RBC war

ahnlich hoch in kryptogenen wie in kardioembolischen Thromben (p=0,069).

Dariiber hinaus zeigten auch die interventionellen sowie klinischen Parameter
Ahnlichkeit zwischen den Gruppen. Kardioembolische und kryptogene

Schlaganfallpatienten zeigten eine signifikant hdhere Anzahl an bendétigten
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Manovern zur Rekanalisation und einen signifikant schlechteren mRS nach 90 Tagen

im Vergleich zu den arterioembolischen oder Schlaganfallen anderer Genese.

Schlussfolgerung: Mechanisch geborgene Thromben von kardioembolischen und
nicht-kardioembolischen Schlaganfallpatienten unterscheiden sich signifikant in ihrer
histopathologischen Zusammensetzung. Kryptogene und kardioembolische
Thromben hingegen zeigen deutliche Ahnlichkeiten sowohl in ihrer
histopathologischen Zusammensetzung als auch auf interventioneller und klinischer
Ebene. Unsere Ergebnisse legen nahe, dass der Grof3teil kryptogener Schlaganfille

kardioembolischer Genese sind.
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