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Abstrakt

Ischémietoleranz bezeichnet das Phanomen, dass ein kurzer ischdmischer,
metabolischer oder physikalischer Stimulus das Gehirn paradoxerweise
"resistent" macht gegeniber einer darauffolgenden, langerdauernden
Ischémie.

In einer retrospektiven Studie versuchten wir die Hypothese zu untermauern,
dass transiente ischdmische Attacken (als kurzdauernde ischémische
Stimuli) vor einem Infarkt (prodromale TIAs) protektiv sind gegen eine
nachfolgende zerebrale Ischémie. Es zeigte sich dabei, dass Patienten mit
prodromalen TIAs ein geringeres Defizit und einen gunstigeren Verlauf
zeigten und im CT seltener Infarktfrihzeichen hatten. Somit k&énnten
transiente ischdmische Attacken, vor einem Schlaganfall, analog zu der
Situation am Herzen und wie in zahlreichen in vivo Modellen gezeigt, ein
klinisches Korrelat zur hypoxischen Prékonditionierung darstellen.

Im experimentellen Teil der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, dass sich
hypoxische Prékonditionierung in vitro in neuronalen Kulturen modellieren
l&R’t. Eine kurzzeitige Sauerstoff-Glucose-Deprivation (OGD) 1-3 Tage vor
einer langeren OGD fuhrt zu einem signifikanten Schutz von Neuronen, bis
zu 90%. Hypoxietoleranz kann auch durch andere metabolische Stimuli, wie
Inhibition von Atmungskettenenzymen durch 3-NPA im gleichen Zeitrahmen
simuliert werden.

Eine genaue Kenntnis der endogenen Neuroprotektion durch
Ischdmietoleranz kdnnte in Zukunft helfen, den Schaden durch ischamische

Infarkte und ischdmische Enzephalopathien zu minimieren.

Schlagworter:  Schlaganfall, transitorisch ischdmische Attacken,
Prakonditionierung, Neuroprotektion.



Abstract

Ischemic tolerance is a phenomenon where a brief episode of ischemia
renders the brain paradoxically resistant against a subsequent, longerlasting
ischemic event.

In a retrospective study we tested the hypothesis that transient ischemic
attacks (as brief ischemic stimuli) before cerebral ischemia (prodromal TIA’S)
may have a protective effect. Here we show that patients with prodromal
TIA’s have less severe neurologic impairment, a better clinical course and
have less early infarct signs.

Therefore we suggest that TIA's, before stroke could represent a clinical
correlate to hypoxic preconditioning, as shown in the heart.

Experimentally we were able to model hypoxic preconditioning in vitro using
neuronal cultures. Brief oxygen-glucose deprivation (OGD) 1-3 days before
longer lasting OGD protects neurons, up to 90%. Hypoxic tolerance was also
simulated by metabolic stimuli like inhibition of the respiratory chain by 3-
NPA.

Increasing knowledge of this endogenous neuroprotection by ischemic
tolerance might help to minimize neuronal damage following ischemic strokes

and hypoxic encephalopathy.

Key words: ischemic stroke, transient ischemic attack, preconditioning,
neuroprotection.
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1 Einleitung

A falthering and inarticulation of the voice,
drowsiness, forgetfulnes, a slight delirium, a
dimnes of sight, or objects appearing
double, a numbness gradually propagated
to the head, weakness, a distortion of the
mouth, a palpitation, a disposition of faint,
some or most of these have preceeded a
palsy for a few minutes or for some hours

or even a few days.

William Heberden, 1802

Our remedies oft in ourselves do lie. Which
we ascribe to heaven: the fated sky gives
us free scope, only doth backward pull. Our

slow designs when we ourselves are dull.

William Shakespeare, All's Well That Ends Well

1 Einleitung

Schlaganfélle sind in den meisten industrialisierten Landern, nach anderen
Herz-Kreislauferkrankungen und Krebserkrankungen die dritthaufigste
Todesursache mit einer Mortalitatsrate von 10-20%. Als Ursache dauerhafter
Behinderung stehen sie, aufgrund einer Morbiditdtsrate von 80-90%, sogar
an erster Stelle. Schlaganfalle beinhalten unterschiedlichste Entitdten, wobei
der ischamische Hirninfarkt mit ca. 80%, gefolgt von priméren intrazerebralen
Blutungen, die haufigste Untergruppe darstellt. Innerhalb der ischadmischen
Schlaganfélle kdnnen weiter epidemiologisch grob 4 grosse Untergruppen
unterteilt werden: Makroangiopathien; Mikroangiopathien; Kardioembolien
und gemischte/seltene/ungeklarte Ursachen. Pathophysiologisch kénnen, in

Anlehnung an die Virchowsche Trias 3 Hauptmechanismen unterschieden
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1 Einleitung

werden: lokale, autochtone Thrombosen; Thromboembolien und
hamodynamische Infarkte.

Das menschliche Gehirn ist, dhnlich wie bei den meisten Saugetieren,
ausserordentlich Hypoxie- und Ischédmieempfindlich. Obwohl das Gehirn nur
2-5% des Korpergewichtes hat, verbraucht es ca. 15% des
Herzminutenvolumens (ca. 50 ml/100g/min) und 20% des Sauerstoffes. Der
zerebrale Blutfluss (CBF) ist in der grauen Substanz etwa 4-5 -fach héher als
in der weissen Substanz. Der Energieverbrauch des Gehirns kann durch den
Glucose- (CMRg; cerebral metabolic rate) oder Sauerstoffverbrauch
(CMRo2) berechnet werden. Die CMRo, kann durch den Blutfluss und den
arteriovendsen Sauerstoffunterschied berechnet werden und betragt ca. 3 bis
3.8 ml O,/100g/min, die CMRgy. betragt etwa 70 pmol/100g/min. Der
respiratorische  Quotient des  Gehirnes  (Sauerstoffverbrauch/CO,-
Entstehung) ist nahezu 1, was anzeigt, dass der Sauerstoff dabei fast
ausschlieBlich fur die Oxidation von ca. 60-70 mg Glucose pro Minute
verbraucht wird, was etwa 25 Watt entspricht. Die durchschnittliche ATP-
Synthese des Gehirnes betragt etwa 2.5 mmol/100g/min unter der Annahme
dass 1 mol Glucose 36 mol ATP ergibt.

Der normale cerebrale Blutfluss betragt etwa 20-60 ml/100g/min und wird,
unabhangig vom arteriellen Mitteldruck, durch die zerebrale Autoregulation
konstant gehalten; sinkt der CBF unter 15 ml/100g/min ab, kommt es
zunéchst zu einer funktionellen Stérung, dauert diese Ischamie langer an
oder sinkt der CBF weiter, ca. auf Werte unter 8-10 ml/100g/min (oder ca. 30
mmHg oder 20% des Normalwertes) ab "%, kommt es rasch zur Nekrose,
oder, als prinzipiell anderer Form des Zellunterganges, zum programmierten
Zelltod oder Apoptose. Bioenergetisch gesehen kommt es in diesem Bereich
zur raschen Hydrolyse von ATP und Phosphokreatin. Zwischen dem, bei der
fokalen Ischamie dem Gefassverschluss unmittelbar nachgeschaltetem
Gewebe oder Kern (core) des Infarktes, und dem normal durchblutetem
Gehirn befindet sich die Penumbra (Halbschatten). Die Penumbra ist eine
Zone, in der der Blutfluss nur moderat herabgesetzt ist, so dass zwar die
oxidative Phosphorylierung gestort ist und die Proteinsynthese gehemmt ist,

es jedoch, zu Beginn, noch zu keiner strukturellen Stérung kommt. Der
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1 Einleitung

Zelltod selbst stellt das Ende einer neurotoxischen, zum Tell
selbstverstarkenden multidimensionalen Kaskade dar, an deren Anfang der
rasche ATP-Verbrauch am Beginn einer Ischamie steht. Wichtig ist in diesem
Zusammenhang die Differenzierung Hypoxie vs. Ischdmie. Hypoxie alleine
fuhrt wesentlich langsamer zum ATP Abfall und Zelltod als Ischamie. Im
Gehirn sind, wie in anderen Organen auch, zahlreiche Stoffwechselwege
ATP-abhangig (siehe Tabelle 2). Unterschieden werden muss hierbei
zwischen Aktivierungsmetabolismus und residualem Strukturmetabolismus,
wenn die synaptische Aktivitat erloschen ist.

Bereits wenige Minuten einer Hypoxie oder Ischamie fihren zu klinischen
Ausfallssymptomen (Ldhmungszeit) und das Intervall, innerhalb dessen eine
komplette Restitution mdglich ist, bzw. nach der es zu irreversiblen Schaden
kommt (Wiederbelebungszeit) ist kurz und die Erholungszeit (Zeit, die fiur
eine vollige Erholung bendtigt wird) ist lange. Einige geschéatzte

gewebespezifische Hypoxiezeiten sind in Tabelle 1 zusammengestellit.

Tabelle 1 Hypoxiezeiten verschiedener Gewebe

Lahmungszeit Wiederbelebungszeit Erholungszeit

Gehirn 4-12's 8-10 min. 1-24 h
Muskulatur 20 min. 2h ?

Niere/Leber 20 min. 3-4h 24-72 h
Herz 3-4 min. 30-60 min. 24-48 h

Zunachst kommt es im Gehirn zu einer selektiv neuronalen Nekrose, spater
werden auch nicht neuronale Zellen wie Astrozyten oder Endothelzellen
geschédigt; Unterschieden wird zwischen globaler und fokaler Ischémie;
wéhrend die globale Ischdmie am ehesten einem Herz-Kreislaufstillstand
entspricht, betrifft eine fokale Ischdmie nicht das gesamte Gehirn, sondern

nur das einem Gefal® nachgeschaltete Parenchym.
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1 Einleitung

Tabelle 2 ATP-abhingige Stoffwechselwege (mod. nach Hochachka und Welsh *%)

geschatzter ATP-
Verbrauch in ymol/g/h

Na-K-ATPase; Ca-ATPase

19 (ca. 50%) °

Biosynthese
Proteine (Import und Faltung)
Lipide
Kohlenstoffe
Nukleins&uren

5 (-50)

Synaptische Ubertragung
Vesikelexozytose
Neurotransmittersynthese/-aufnahme
axonaler Transport

Metabolismus
Proteinabbau (V.a. 26S-Proteasom)
DNA-Reparatur und PARP
Hitzeschockproteine

11

Phosphorylierung/Signaltransduktion

Harnstoffsynthese

2

Gluconeogenese

11

Tabelle 2: Die differentielle Rolle der einzelnen Parameter ist in Neuronen im einzelnen nicht
untersucht worden. Die angegebenen Werte stellen Schatzungen aus unterschiedlichen
Modellen dar. In der Proteinsynthese werden pro Aminosaurerest ein ATP und 2 GTP
Molekiile verbraucht. im Proteinkatabolismus werden zur Ubiquitinylierung pro Protein 2

Molekile ATP verbraucht. PARP: Poly(ADP-Ribose) Polymerase.

Dauert die Ischdmie zu lange, schreitet der Zelltod fort, auch wenn es zu

einer Reperfusion kommt. Der entscheidende Faktor ist hierbei die Zeit, was

durch die beeindruckende Zeitabhangigkeit der Effektivitat der Thrombolyse

beim Herzinfarkt und Schlaganfall unterstrichen wird. In Abbildung 1 ist die

neurotoxische Kaskade bei der Ischamie nochmals dargestellt.
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1 Einleitung

Abbildung 1 Neurotoxische Kaskade beim ischdmischen Hirnschaden

(mod. nach de Keyser) 6
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Durch die Ischdmie kommt es im Gehirn, im Ermangelung von glykolytischen Reserven, zu
einem Verbrauch von ATP innerhalb weniger Minuten. Da zahlreiche lonenpumpen ATP-
abhéngig arbeiten, kommt es daraufhin zu einer fehlenden Repolarisation der Neuronen und
Anstieg von Kalium ; Calcium und Glutamat im Extrazellularraum. Diese Depolarisation und
fehlender GIutamatuptake stimuliert einerseits spannungsabhanglge lonenkanéle und
depolarisiert die Zellen weiter. Depolarisation entfernt den Mg *_Block an NMDA-Rezeptoren
und aktiviert diese dadurch. Das erhdhte intrazelluldre Calcium aktiviert mehrere
Stoffwechselwege, die letztendlich zu einer Erhéhung von neurotoxischen freien Radikalen
und Aktivierung von Nukleasen, Lipasen und Proteasen fuhrt. Kommt es zu Reperfusion,
wird dieser ,Burst” von freien Radikalen noch verstérkt und das Gewebe wird zusétzlich von
einer inflammatorischen Reaktion (v.a. Leukozyten -Endothelinteraktion in der
Mikrozirkulation) geschadigt.
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2 Literaturbersicht 2.1 Hypoxietoleranz am Herzen

2 Literaturubersicht

Hypoxietoleranz, am Gehirn als Modell erst seit einigen Jahren etabliert, ist
ein  Phanomen, welches derzeit intensiv Gegenstand in der
Hypoxieforschung ist. Beginnend von rein phdnomenologischer
Beschreibung, haben sich die Inhalte in den letzten Jahren zunehmend auf
die Beschreibung der zugrundeliegenden Mechanismen, vor allem auf
genetischer und molekularer Ebene verschoben. Im folgenden soll subjektiv
versucht werden, den derzeitigen Wissensstand zu beschreiben im Kontext
der darauffolgenden Ergebnisse.

2.1 Hypoxietoleranz am Herzen

Ein herausragendes Merkmal von Zellen, Organen und Organismen ist die
Fahigkeit, das interne zellulare Milieu an chemische und physikalische
Veranderungen der Umwelt anzupassen oder zu adaptieren. Mit dieser
Strategie sind Zellen in der Lage, Stressoren zu Uberleben, die ansonsten
letale Schaden verursachen wirden. Dieser Gedanke wurde erstmals 1943
formuliert 7. Sauerstoff, als Elektronengeber der oxidativen Phosphorylierung,
der wesentlichen zellularen Energiequelle, spielt hierbei eine besondere
Rolle. Zellen kénnen, abhangig vom umgebenden Sauerstoffpartialdruck,
eine Vielzahl von Reaktionen zeigen, von Stoffwechsel- bis hin zu
Strukturverédnderungen. Wahrend phylogenetisch é&ltere Organismen, wie
Schildkréten oder bestimmte Fische konstitutionell eine hohe Resistenz
gegenuber Hypoxie besitzen, kommt es bei den meisten Saugetieren,
abhangig von Alter und Temperatur, nach einer Anoxiezeit von 5-30 Minuten
in den meisten Organen, vor allem aber im Gehirn, Leber und Herz zu
irreversiblen Schaden.

Bei einer Hypoxie oder Ischamie, besitzt der Organismus mindestens 5
physiologische Adaptationsmechanismen, um das Verhéltnis zwischen
Sauerstoffangebot und Verbrauch zu regulieren:

1. Sauerstoffsensible Neuronen im Glomus der Karotisbifurkation sind die

dopaminergen Afferenzen des IX. und X. Hirnnerven und vermitteln einen
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2 Literaturbersicht 2.1 Hypoxietoleranz am Herzen

Abfall des arteriellen pO, Uber den Nucleus tractus solitarius an zentrale
sympathische Kerne im Hirnstamm. Uber den Tractus bulbospinalis in der
intermediolateralen Saule fihren Efferenzen pragangliondrer sympatherger
Neurone zu den sympathischen Ganglien, wo sie auf postganglionare
sympathische Nerven umgeschaltet werden, die zur Aktivierung der
Motoneurone des kardiovaskularen und pulmonalen Systems fuhrt, was sich
klinisch in erhéhter Herz- und Atemfrequenz zeigt (hypoxic ventilatory
response).

2. Sauerstoffsensoren in den Pulmonararterien und -arteriolen fuhren zu
einer Vasokonstriktion und passen somit die Ventilation der Perfusion an
(hypoxic pulmonary vasoconstrictor response)

3. VEGF (vascular endothelial growth factor) wird in vielen Geféssen und
Geweben nach einer Hypoxie exprimiert und fuhrt zu einer Angiogenese (vor
allem im Herz und im Skelettmuskel).

4. In der Nierenarterie fuhrt ein Absinken des pO, Uber die Freisetzung von
Erythropoetin  innerhalb von wenigen Stunden bis Tagen zum
Ausschwemmen von Erythrozyten aus dem Knochenmark, um die Anzahl
der Sauerstofftrager im Blut zu erhdhen.

5. Ein Absinken des PO, fuhrt ebenso innerhalb von Sekunden bis Minuten
zu einer Dilatation von arterioldren Widerstandsgefallen. An dieser
hypoxischen Vasodilation sind vermutlich ATP-abhangige K*-Kanale (Karp)
an glatten Muskelzellen der GeféaRe, Stickstoffmonoxyd (NO) und
moglicherweise Adenosin beteiligt ®.

Diese 5 physiologischen Mechanismen sind seit vielen Jahren, v.a. in der
physiologischen und Sportmedizin gut bekannt. Wenn jedoch der Abfall des
pO2 im arteriellen Blut zu rasch oder zu stark ist oder es zu einer globalen
Ischamie kommt, werden diese Systeme den akuten Sauerstoffmangel nicht
ausreichend kompensieren kénnen. In den letzten 10 Jahren wurde deutlich,
dal unter diesen Umstadnden quasi als 6. Mechanismus einzelne, ansonsten
extrem hypoxieempfindliche Organe Hypoxietoleranz entwickeln konnen.
Wird ein Gewebe hierbei einer kurzzeitigen Hypoxie ausgesetzt, welche noch
zu keinem morphologischen Schaden fihrt, scheinen sich die Zellen bei

erneuter Hypoxie an diesen Stimulus ,erinnern“ zu kénnen und sind in der
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2 Literaturbersicht 2.1 Hypoxietoleranz am Herzen

Lage, Uber bislang nicht genauer geklarte Mechanismen eine
ldngerdauernde Hypoxie mit einem wesentlich geringerem oder keinem
Schaden zu Uberleben. Erste systematische Arbeiten hierzu stammen aus

der experimentellen Kardiologie.

2.1.1 Experimentelle Studien

Reimer konnte 1986 zeigen, dal} vier, je 10 Minuten dauernde Episoden
myokardialer Ischdmie bei Hunden zu keinem kumulativem ATP-Abfall und
zu keinem Myokardschaden fiihrten, wogegen 40 Minuten Ischamie einen
massiven Zelluntergang nach sich zogen®. In einer daran anschlieRenden
Arbeit, die als Beginn der Hypoxietoleranzforschung bezeichnet werden
kann, konnte gezeigt werden, dal} paradoxerweise eine Konditionierung mit
4, je 5 Minuten dauernden Myokardischédmien (durch Verschlu® der
Koronararterien) vor einer 40 mindtigen Myokardischdmie nur 25 % des

0. Dieses Phanomen wurde

Zellschadens ohne Vorbehandlung zeigten
fortan ,ischdmische Prékonditionierung“ oder ,Hypoxietoleranz“ genannt und
konnte auch in verschiedenen anderen Geweben, wie Leber'"'? Lunge™

1'>16 " Niere!” sowie verschiedenen Spezies, wie

Darm'™, Skelettmuske
Schweinen, Kaninchen, Ratten und isolieten humanen Kardiomyozyten
gezeigt werden'®?°. Der protektive Effekt konnte dabei durch histologische,
funktionelle und biochemische Parameter nachgewiesen werden.

Hypoxietoleranz am Herzen entwickelt sich in mindestens zwei
verschiedenen ,Fenstern®, welche sich durch den zeitlichen Ablauf und
maogliche zugrundeliegenden Mechanismen unterscheiden lassen.

Ein erstes Zeitfenster zeigt sich klassischerweise in einem Intervall nach
einigen Minuten zwischen ,prékonditionierender® und I&ngerdauernder
Ischédmie und halt fir weitere 60-120 Minuten. Hierbei wurde v.a. die Rolle

2022 nd Hitze-

von Adenosin-Rezeptoren, ATP-abhéngigen Kaliumkanalen
Schock-Proteinen #* untersucht. Ein zweites, verzogertes Zeitfenster besteht
(abh&ngig vom Modell) nach etwa 24 Stunden und bietet fur ca. 1-2 weitere
Tage einen verzégerten Schutz. Diese Phase der Hypoxietoleranz scheint,
wie die klassischen Stref3reaktionen transskriptionell reguliert, von de novo

Proteinsynthese abhangig zu sein 2.
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2 Literaturbersicht 2.1 Hypoxietoleranz am Herzen

Hypoxietoleranz ist nicht nur durch Hypoxie selbst, sondern auch durch
andere kardiale Stressoren, wie Volumen- oder Katecholamininfusion 2"2%,
Acetylcholin #°, inflammatorische Stimuli wie Zytokine durch Endotoxine oder

2530-32 induzierbar.

Hyperthermie/Hypothermie
2.1.2 Klinische Studien
Ausgehend von den experimentellen Daten, dauerte es (sicher auch
aufgrund ethischer Uberlegungen) jedoch bis 1993, bis erste klinische
Hinweise Uber Ischdmietoleranz des menschlichen Herzens gezeigt werden
konnten. Yellon et al. 33 fihrte zwei kurze, je drei Minuten dauernde
Myokardischdmien vor einer langerdauernden  Abklemmung der
Koronararterien bei Bypassoperationen durch. Trotz einem rapidem ATP-
Abfall (in der Myokardbiopsie) in der prakonditionierten Gruppe, war nach
einer 10 mindtigen, zweiten Ischamie der ATP Gehalt héher als in der nicht
prakonditionierten Gruppe.

Bei Patienten, die im Rahmen eines aorto-koronaren Bypasses ischamisch
prékonditioniert wurden, konnte in einer randomisierten Studie ein geringerer

Troponinanstieg (als Hinweis fiir Myokardzellschaden) gezeigt werden 4. In

% wurden transkranielle Doppleruntersuchungen

der Arbeit von Musumeci
und eine neuropsychologische Testbatterie einbezogen. Obwohl bei
intermittierendem coronaren clamping die Ischdmiezeiten langer waren, kam
es nicht zu mehr neurologischen Komplikationen. Andere Arbeiten, die
ebenfalls Patienten wahrend Bypass-Operationen untersuchten, konnten
auch die Verbesserung weiterer funktioneller Parameter, wie
Thoraxschmerzen, ischamische EKG-Veranderungen, Ventrikelmotilitat
(Echokardiographie) und Laktatproduktion als Hinweis auf einen geringeren
Myokardzellschaden nach Prakonditionierung nachweisen 7.

Wahrend diese klinisch-interventionellen Arbeiten methodenbedingt vor allem
das kurze Zeitfenster untersuchten, konnte in einer retrospektiven Analyse
der Daten einer groRen Thrombolyse-Studie 1995 erstmals gezeigt werden,
dal auch Patienten mit einer prodromalen reversiblen Myokardischdmie
(Angina pectoris) vor einem Myokardinfarkt einen glnstigeren klinischen

Verlauf, kleinere Infarkte (CK-Anstieg; EKG-Veranderungen), eine geringere
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2 Literaturtibersicht 2.2 Hypoxietoleranz am Gehirn

Mortalitatsrate hatten sowie seltener eine manifeste Herzinsuffizienz oder
Schock erlitten *®. Diese Ergebnisse konnten darauffolgend in 2 weiteren
dhnlichen Studien bestatigt werden **%°. Auch in einem weiteren humanen
Organ zeigten sich nun Hinweise fur Hypoxietoleranz: ein
Herzkreislaufstillstand des Organspenders vor Lebertransplantationen
beeinflull3t die Leberfunktion nach Transplantation nicht unginstig. Es sind
sogar signifikant geringere Leberwerte, als Parameter fir einen hypoxischen
Leberschaden in diesen Organen nachweisbar, ein Befund der mit

hypoxischer Prakonditionierung der menschlichen Leber vereinbar ist *'.

2.2 Hypoxietoleranz am Gehirn

Entscheidende Parameter in jedem Hypoxietoleranzmodell sind die Anzahl,
Dauer und Art des ,prakonditionierenden® Stimulus, die Dauer der ,letalen®
oder ,Testischamie®, das zeitliche Intervall zwischen den beiden Ischdmien
sowie das verwendete Hypoxiemodell (globale vs. fokale Ischamie; brain
slice, Zellkultur). Weitgehend unbeachtet wurde bereits 1964 wurde in einem
globalen Hypoxiemodell Hypoxietoleranz am Gehirn beobachtet 2. 1986
wurden von Schurr elektrophysiologische Hinweise Hypoxietoleranz im

£ 43

akuten Hirnschnitt beobachtet *°. Auch diese Arbeit fand wenig Beachtung.

Globale Ischdmie - CA1-Protektion

Bis heute die globale Hypoxie das Modell, an dem die meisten

Untersuchungen zur Hypoxietoleranz erfolgten. Die ersten systematischen in
vivo Untersuchungen erschienen 1990, 4 Jahre nach den ersten
Untersuchungen am Herzen. In einem gut etablierten Tiermodell der
globalen Ischédmie konnten Kitagawa et al. an Gerbils (mongolische
Wdistenspringméduse) zeigen, dass 2, jeweils 2 Minuten dauernde
Kompressionen der Arteria carotis communis (CCAQO) einen Schutz von
mehr als 90 % gegen eine 5 Minuten dauernde Ischdmie 48 Stunden spéater
erbrachten. Der Schaden wurde hier 7 Tage spéter anhand der Zelldichte in
der CA1-Region des Hippocampus beurteilt. Der Schutz war in geringerer

Auspragung auch durch eine einzige Ischdmie 24 oder 48 Stunden zuvor
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induzierbar, nicht jedoch, wenn die Ischdmie nur eine Minute dauerte “ In

einer darauffolgenden Arbeit derselben Arbeitsgruppe, und in zahlreichen
weiteren Publikationen konnte Hypoxietoleranz im gleichen Modell bestéatigt
werden und auch in anderen Hirnregionen, wie im Cortex und in den
Basalganglien nachgewiesen werden *°. Das AusmaR des Schutzes durch
einen endogenen Mechanismus wie Hypoxietoleranz war beeindruckend und
Ubersteigt die meisten bekannten pharmakologischen neuroprotektiven
Anséatze. Auller im histologischen Bild war in anderen Untersuchungen der
protektive Effekt auch durch eine Verbesserung von elektrophysiologischen
Parametern *®*”, durch on-line Videomikroskopie mit spannungsabhangigen
Farbstoffen in brain slices (Taga; Shimoji; persénliche Mitteilung) oder
semiquantitativ in Paresegraden *® nachweisbar. Hypoxietoleranz zeigte sich
zudem, altersunabhéangig, auch in dlteren Versuchstieren *°. Unklar bleibt bei
den globalen Ischamiemodellen bislang jedoch, ob der histologische Schutz
auch zu einer funktionellen Besserung von hippocampalen Funktionen, z.B.
in Lern und Gedachtnistests fihrt *° (s.a. Tabelle 4).

Fokale Ischédmie - Infarktvolumenreduktion

Auch bei fokaler Ischamie, die sich methodisch, klinisch und histologisch von
der globalen Ischamie unterscheidet *', konnte Hypoxietoleranz gezeigt
werden, hier allerdings vorwiegend im Cortex und zu einem geringeren
Ausmal *®°%%* (ca. 20 - 60% Schadensreduktion; s.a. Tabelle 5) . Auch im
akuten Hirnschnittmodell sowie in neuronalen Zellkulturen konnte bei

hypoxischer ~ %8 5961

und pharmakologischer Prakonditionierung
Hypoxietoleranz gezeigt werden. In Tabelle 6 sind hierzu einige Arbeiten
zusammengestellt.

Der Frage warum Neuroprotektion durch Hypoxietoleranz nach globaler
Ischdmie deutlicher ist als bei fokaler Ischdmie, dann derzeit nicht
beantwortet werden. Eine Erklarungsmdglichkeit koénnte sein, dass
Hypoxietoleranz ein vorwiegend neuronales Phanomen ist. Somit wirde sich
die Protektion deutlicher in Paradigmen zeigen, die einen vorwiegend
neuronalen Schaden induzieren; Auch bei fokaler Ischamie zeigte sich, dass

der Schutz im Cortex grésser war als im Marklager .
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2.2.1 Mechanismen

Die Entwicklung von Hypoxietoleranz kann grob in drei Phasen eingeteilt
werden ® : Im ersten Schritt kommt es zur Detektion des Sauerstoffmangels
bzw. der Ischdmie (Signalinduktion). In einem zweiten Schritt mul® die Zelle
das hypoxische Signal erkennen und umsetzen (Signaltransduktion) um in
einem dritten Schritt Toleranz entwickeln zu kénnen (Protektion). Bislang

nicht eindeutig geklart ist hierbei, wie Neuronen Hypoxie detektieren.

Mechanismen in der Induktionsphase

Wahrend der Prakonditionierung scheint die Aktivierung von NMDA-
Rezeptoren zwingend erforderlich zu sein, da durch Gabe von NMDA-
Antagonisten die Entwicklung der Hypoxietoleranz in vivo, in brainslices und

in gemischten glialen-neuronalen Kulturen geblockt werden kann ®4%°,

was
jedoch nicht in allen Modellen bestitigt werden konnte ©. NMDA-
Rezeptoraktivierung fihrt zu Calciumeinstrom und Aktivierung der
Calcium/Calmodulin-abhangigen neuronalen NO-Synthase. Somit kommen
Ca?* und NO als "second-messenger" in der Induktionsphase in Betracht®®®°
Neuere Untersuchungen zeigen, dass sich der NMDA-Rezeptor Uber
Proteine wie dem PSD-95 oder SAP-90 mit Proteinkinasen assoziieren
kann®, was die Hypothese erdffnet, dass die Induktions- und
Transduktionsphase innerhalb eines einzigen grossen Multiproteinkomplexes
ablaufen kann.

Eine bislang wenig beachtete Hypothese ist, dass mdglicherweise auch
andere lonenkandle, die sozusagen die ,Schnittstelle® zwischen extra- und
intrazellularem Milieu darstellen, eine wichtige Rolle spielen kénnen. Die
Leitfahigkeit von Natrium- und Kaliumkanédlen kann sich abhangig vom
Sauerstoffpartialdruck verandern, dal es bei Hypoxie zu einem reduzierten
Ausstrom von Natrium und Einstrom von Kalium kommt und somit der
konsekutive Energieverbrauch durch die Na-K-ATPase reduziert werden

kann . Unklar bleibt hierbei, ob diese Veranderungen durch O, selbst oder
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durch andere, sekundére Vorgange, wie ATP-Abfall, Anstieg von
intrazellularem Ca** oder pH-Veranderungen ausgeldst werden.

Mechanismen in der Transduktionsphase

Drei Molekilklassen sind in der Phase der intrazelluldren Signaltransduktion
auf molekularer und genetischer Ebene von besonderem Interesse:

1. Kinasen sind Proteine, welche durch Phosphorylierung die Aktivitat
anderer Proteine in der Ischamietoleranz beeinflussen kénne "™, Sie sind
damit ideal zur intrazellularen Signaltransduktion auf molekularer und
genetischer Ebene geeignet, da sie sowohl die Aktivitat von lonenkanélen als
auch, tber Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren die Genexpression
steuern kénnen. Hypoxie-abhdngige Kinasen oder Stimulation der
Proteinkinase C nach Aktivierung von Adenosinrezeptoren’ kénnten somit
die Signale sowohl fur die frihe als auch die spate Hypoxietoleranz
weiterleiten.

Einer Hypothese von Shamloo und Wieloch zufolge kommt es zu einer

gestérten  posthypoxischen Signaltransduktion beispielsweise durch

persisitierende Phosphorylierung von lonenkandlen oder Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren. Moglicherweise normalisiert sich das
Phosphorylierungsmuster in prakonditionierten Hirnarealen nach Hypoxie
rascher wieder und trdgt somit zu einer rascheren Normalisierung der
second-messenger Systeme bei. Eine persistierende Phosphorylierung von
Tyrosinresten an NR2-Untereinheiten des NMDA-Rezeptors nach Hypoxie ist
nach einer vorangegangenen Hypoxie nicht vorhanden 2. Eine veranderte
Phosphorylierung der Calcium/Calmodulin protein kinase 1l ", Aktivierung

® oder AP-1 "® nach Prakonditionierung konnte auch

von MAP-Kinasen
nachgewiesen werden.

ERK-Proteine gehoéren, wie auch p38 zu der Familie der mitogen-aktivierten
Proteinkinasen (MAPK) welche in komplexen Kaskaden
Transkriptionsfaktoren oder Elemente der Proteinsyntheseapparates (wie
den |Initiationsfaktor elF-4E) phosphorylieren kénnen. ERK-Kinasen und
ERK-Kinasen-Kinasen, aber nicht c-jun N-terminale Proteinkinasen (JNKs)
werden nach einer kurzen Ischamie aktiviert, normalisieren sich nach einer

langerdauernden Ischamie jedoch rascher wieder’’. Die Aktivierung der
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ERK wahrend Prakonditionierung ist vermutlich auch NMDA und
mdglicherweise NO-abhéngig wahrend die Phosphatidyl-inositol 3-kinase
(PI13K)®® nicht zu beteiligt sein scheint.

Eine persistierende Aktivierung eines anderen Vertreters der MAP-Kinasen,
der c¢c-JUN N-terminalen Proteinkinase (JNKs) konnte jedoch nach
Prakonditionierung nicht nachgewiesen werden was mdglicherweise auf eine
protektive Rolle der ERKs und eine schédliche Aktivierung der JNKs

hinweisen konnte””.

2. Transkriptionsfaktoren wandern nach Aktivierung in den Nukleus ein,
binden an eine DNA-Konsensussequenz und aktivieren die Transkription .
Eine wichtige Funktion in der Signaltransduktion und méglicherweise auch
als Effektormechanismen kommt Transkriptionsfaktoren zu, die in Folge von
Hypoxie oder Reoxygenation aktiviert werden koénnen. Sind diese
Transkriptionsfaktoren konstitutiv exprimiert, kénnen sie das Hypoxiesignal in
eine genomische Antwort umsetzen. Werden daraufhin Gene exprimiert, die
wiederum als Transkriptionsfaktoren agieren, wie dies fir immediate early
Gene wie fos und jun der Fall ist, kbnnen sie mittels ihrer Genprodukte (c-
FOS, FOS-B bzw. c-JUN, JUN-B oder JUN-D) kaskadenférmig eine gezielten
zelltypabhéngige Genexpression vermitteln. Astroglidre Zellen und auch
Neuronen exprimieren hypoxie-sensible Proteine, wie den
Transkriptionsfaktor HIF-1 (hypoxia-inducible-factor-1), der nach Aktivierung
im Zytosol in den Zellkern transmigriert, um dort die Transkription von
verschiedenen hypoxie-responsiblen Genen, z.B. der Glycolyse; Glucose-

Transportern oder Wachstumsfaktoren wie VEGF oder FGF zu initiieren”®®°.

® und

HIF-1  wird nach hypoxischer Prakonditionierung aktiviert
pharmakologische Induktion von HIF-1 mit Kobaltchlorid oder
Desferrioxamine ist neuroprotektiv ®'. c-FOS, c-JUN sowie NF-kB sind
weitere Beispiele von Transkriptionsfaktoren, die mit Hypoxietoleranz in

Verbindung gebracht wurden "882,

3. Immediate early genes (wie der fos/jun-Komplex) werden nach

verschiedensten Stimuli rasch und transient exprimiert und kénnen selbst
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wieder als Transkriptionsfaktoren protektive Gene aktivieren %,

Beispielsweise bilden 2 JUN-Molekiile einen protektiven AP-1-Komplex und
als Heterodimer mit c-FOS einen destruktiven AP-1-Komplex. Dass die
Aktivierung von AP-1, z.B. durch Prékonditionierung protektiv sein kann,

wurde kiirzlich nachgewiesen °.

Die Rolle von freien Radikalen, wie NO (nitric oxide; Stickstoffmonoxyd) als

,second-messenger‘ der Hypoxietoleranz ist widersprichlich bzw. es ist
unklar in welchen Schritten der Hypoxietoleranz NO eingreift: In einem
Modell mit neonatalen Ratten hatte Blockade der neuronalen NO keinen
Einfluss auf hypoxische Prakonditionierung, jedoch Blockade der
endothelialen NO mit L-Nitroarginine (L-NA) ¢, méglicherweise auch bei der
Prakonditionierung mit LPS 3. NO kénnte auch als Effektor wirken, Hinweise
fur eine verminderte NO-Produktion im prakonditionierten Gehirn wurden
diskutiert®. Hypoxische Prakonditionierung in brain slices konnte durch NO-
Donoren simuliert werden und durch NO-Inhibitoren geblockt werden .

Auch im Skelettmuskel wurde eine NO-abh&ngige Prékonditionierung gezeigt
16

Biochemisch-energetische Hypothese

In vivo Modelle zeigten, dald es in prakonditionierten Hirnarealen zu einem

langsameren intrazelluldrem Sauerstoffabfall und es damit zu einer

verzogerten ATP-Depletion kommt #%%7

88

, allerdings scheint die anoxische
Depolarisation “°, als Marker fir den neuronalen Energiestatus nach
Prékonditionierung nicht verzégert zu sein, zumindest in akuten
Hirnschnitten®’. Posthypoxische NADH-Anstiege zeigen eine Stérung der
oxidativen  Phosphorylierung (Komplex ) an und sind nach
Prakonditionierung reduziert 2. Die zugrundeliegenden Mechanismen sind
unklar. Mdglicherweise kommt es in prakonditionierten Hirnarealen zu einer
verminderten Inanspruchnahme von endergonischen Prozessen (pilot-light

Hypothese °).
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Mechanismen in der Effektorphase

Im prakonditionierten Gehirn kommt es zu einer verminderten
posthypoxischen Freisetzung von freien Radikalen als mdglichen
Schadensmediatoren, was vereinbar ist mit einer Induktion von antioxidativen
Systemen **%. Nach Prakonditionierung konnten bei Gerbils im globalen
Hypoxiemodell reduzierte Marker fir oxidativen DNA und Proteinschaden
beobachtet werden®’. Keinen Einfluss auf die Entwicklung der
Hypoxietoleranz haben systemphysiologische Parameter wie Temperatur
oder Veranderungen im zerebralen Blutfluss %7994,

Am Herzen wurde diskutiert, ob Hypoxietoleranz auch durch Rekrutierung
von Kollateralkreisldufen alleine erklart werden kann. Am Gehirn sind herzu
bislang keine Untersuchungen bekannt.

Neuere Ergebnisse weisen auf eine grosse Bedeutung der Mikrozirkulation in
der Ischamietoleranz hin. Die Mikrozirkulation ist in hypoxie-"toleranten"
Ratten erhalten, moglicherweise durch anti-inflammatorische oder
antioxidative Einfliisse auf die Leukozyten-Endothel-Interaktion ® und auch
eine Rolle der endothelialen Isoform der NO-Synthase konnte gezeigt
werden®.

Die molekularen Mechanismen der Induktions- und Transduktionsphase bei
Hypoxietoleranz sind bislang erst ansatzweise verstanden. Der zeitliche
Verlauf hingegen bis zur Effektorphase, also der eigentlichen Entwicklung
von Hypoxietoleranz, ist hingegen in zahlreichen Untersuchungen gezeigt
werden, wobei sich ein gemeinsames Muster erkennen lasst analog zu der
Situation am Herzen, lassen sich auch am Gehirn 2 zeitlich und molekular

unterschiedliche Intervalle oder Zeitfenster abgrenzen:

JFrihes” Zeitfenster

In einer frGthen Abwehrphase (ca. 5 — 30 Minuten) versuchen Zellen
maoglicherweise durch Reduktion von energieintensiven
Stoffwechselvorgdngen und Verwendung von alternativen Energiequellen

wie der Glycolyse das Verhéltnis zwischen Energieverbrauch und Angebot
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wiederanzupassen 3%,

Diese Phase wurde als  ,klassische
Prékonditionierung“ bezeichnet und zeigt sich auch in vivo und in vitro am
Gehirn.

Die Mechanismen der klassischen Prakonditionierung wurden vorwiegend

von Pérez-Pinzén an brain-slices untersucht. Calciumeinstrom ist in der
Induktionsphase erforderlich *°. Die hypoxische Prakonditionierung kann
durch NO-Donoren simuliert werden und durch NO-Inhibitoren geblockt
werden %°.

Eine maximale Protektion zeigte sich im Hirnschnitt (in vitro-in vitro-Modell)
und in der Kultur bei einem Intervall von 1-2 Stunden *.

Bis vor kurzem war nicht klar ob das kurze Zeitfenster auch bei fokal-fokaler
Prakonditionierung existiert””. Peréz-Pinzon zeigte jedoch, dass eine 2
Minuten dauernde Okklusion der Arteria carotis communis (CCAO), nur 30
Minuten vor 10-minttiger CCAO bei Ratten in vitro eine Schadensreduktion
in der CA1-Region von 70-90% nach 3-7 Tagen (in vivo-in vitro-ModeII)gS, die
Mechanismen dieses Schutzes sind jedoch unklar. In einer wegweisenden
Arbeit von Stagliano et al. konnte Hypoxietoleranz auch im kurzen
("klassischem") Zeitfenster auch in vivo bei Mausen * in neuronalen Kulturen
®" und auch in vitro an hypoxischen Hirnschnitten beobachtet werden.
Adenosin und die Aktivierung von Adenosinrezeptoren spielen, wie am
Herzen, auch bei der Hypoxietoleranz im Gehirn eine wichtige Rolle.
Adenosin-Antagonisten schwdchen den Effekt einer hypoxischen

Prakonditionierung ab, Agonisten oder Hemmer der
Adenosinwiederaufnahme hingegen verstarken sie. Der
Adenosinmechanismus konnte in vivo %' in brain slices ' und in

61

neuronalen  Kulturen gezeigt werden. Adenosin selbst zeigt

neuroprotektive Eigenschaften in vivo '® und in neuronalen Kulturen '931%4,

ATP-abhangige Kaliumkanale (Katp) 6ffnen sich bei ATP-Abfall und fihren
so zu einer Hyperpolarisation. Dies koénnte eine einfache Erklarung fur
Protektion im friihen Zeitfenster bieten: solange ATP noch erniedrigt ist, tritt
durch die Hyperpolarisation ein ,spike arrest* durch Hemmung der
spannungsabhéngigen lonenkanédle ein. Die Zelle depolarisiert, und

verbraucht keine Energie, um Uber die Na-K-ATPase das Ruhepotenzial
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wiederherzustellen. Im  akuten Hirnschnittmodell der "klassischen
Prakonditionierung" kann Toleranz durch Agonisten von Katp simuliert
werden und hypoxische Prakonditionierung durch Antagonisten (i.d.R.
Sulfonylharnstoffe wie Glibenclamid oder Tolbutamid, welche mit
Membranproteinen interagieren und die Karp hemmen) geblockt werden '%.
Mdoglich ist auch eine Aktivierung Uber eine Phosphorylierung durch die
Proteinkinase C, obwohl einige Autoren hierfiir keine Hinweise fanden '%'%,
Die Abhangigkeit der Hypoxietoleranz von diesem Mechanismus konnte

auch in neuronalen Kulturen gezeigt werden.

Spates” Zeitfenster und genomische Mechanismen

Eine zweite Phase, oder verzogerte Hypoxietoleranz, kann allgemein als
Rettungsphase (salvage) der Zelle bezeichnet werden. Diese Phase entsteht
nach 12-24 Stunden, hat ihr Maximum vermutlich am 2.-4. Tag und nimmt ab
dem 5. Tag wieder ab *°3107-109,

Auch die verminderte Freisetzung von Glutamat, Anderungen des RNA-
editings ""%""" des NMDA Rezeptors nach Prakonditionierung erscheinen
denkbar. Diese Mechanismen kénnten eine postischamische Uberaktivierung
von NMDA-Rezeptoren verhindern *’. In unreifen neuronalen Kulturen kommt
es nach Hypoxie zur Freisetzung von bFGF (basic Fibroblast Growth Factor)

als maoglichen Mediator der Hypoxietoleranz *°

, in Gehirnen von adulten
Tieren gibt es jedoch derzeit keine bzw. negative Hinweise fur die Rolle von
Wachstumsfaktoren als Effektoren von Hypoxietoleranz '*2.

Zahlreiche Hinweise deuten vielmehr darauf hin, da® es im spaten Fenster
der Hypoxietoleranz, transskriptionell reguliert, zur genomisch gesteuerten
Veranderung des Expressionsmusters ganzer Proteingruppen kommt. Unklar
ist bislang, ob dabei neurotrophe oder neuroprotektive Proteine vermehrt,
oder potentiell schéadliche Proteine vermindert exprimiert oder aktiv

degradiert werden.
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Hitzeschockproteine

Mehrere Kandidaten kommen in der genomischen Phase der
Hypoxietoleranz in Frage. Mdglich erscheint die Expression von Hitze-
Schock-Proteinen (HSP's). Diese Proteinfamilie zeigt neuroprotektive
Eigenschaften, vermutlich durch Elimination von wahrend oder nach
Ischédmie denaturierten Proteinen. HSP’'s werden in einem Zeitrahmen
exprimiert, in dem auch Hypoxietoleranz beobachtet werden kann. Hinweise
gibt es fur 891198113 ynd HSP-27 **, jedoch vorwiegend in Gliazellen ™.

Ubiquitin, ein niedermolekulares HSP, konnte in der CA1-Region im 72
Stunden Intervall nach hypoxischer Prakonditionierung, 48 Stunden nach
Testischamie wieder vermehrt nachgewiesen werden ''°. Insgesamt gibt es

"8 nur indirekte

jedoch fir die Rolle der HSP’s, mit wenigen Ausnahmen
Hinweise. Zudem tritt Hypoxietoleranz auch unabhangig von der Expression
von HSP’s auf 7117119,

Méglich erscheint auch eine Beteiligung des Proto-Onkogenes c-JUN 812,

121

des anti-apoptotischen Proteines BCL-2 oder einer vermehrten

Expression von antioxidativen Proteinen, wie der Superoxiddismutase (SOD)
22 Transgene Ma&use, welche die Cu/Zn-SOD vermindert exprimieren,
zeigen verminderte Toleranz gegeniber repetitiver Hypoxie . P53 ist ein
Tumor-Suppressor, der vermutlich als Transkriptionsfaktor wiederum die
Expression einer Reihe von anderen Genen reguliert. P53 mRNA und
Protein wird nach einer prakonditionierenden Ischédmie in der CA1-Region
herunter reguliert '?*. Vorwiegend in Gliazellen kommt es nach Hypoxie zur
Expression der Protein-disulfide isomerase (PDI), welche Uber unbekannte
Mechanismen Apoptose in Hippocampus CA1-Neuronen hemmt '%°.

Nach einer Ischdmie werden zahlreiche Proteasen aktiviert, die an der
funktionellen Inaktivierung von Membranrezeptoren und intrazelluldren
Proteinen und Organellen Dbeteiligt sind. Ob ein verdndertes
Expressionsmuster von Proteasen oder deren Inhibitoren bei
Hypoxietoleranz beteiligt ist, ist bislang im Detail unklar, aber plausibel. Der

Gewebsinhibitor der Matrixmetalloproteinase-1 (TIMP-1) wird nach
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rt 26 und auch eine differentielle Rolle der

rt 127,128-

Hypoxietoleranz vermehrt exprimie

Protease Thrombin in niedrigen Konzentration wird diskutie

Neuerdings wurde versucht, mittels subtraktiver Verfahren oder serieller
Analyse der Genexpression (SAGE) die komplexe genetische Antwort nach
Prakonditionierung zu erfassen '®. Bislang konnten durch diese Verfahren
weitere  Kandidatengene, wie der Gewebsinhibitor der Matrix-
metalloproteinase-1 (TIMP-1) erfasst werden '%.

Abbildung 2 stellt die derzeit vermuteten Mechanismen der Hypoxietoleranz
dar. Eine Literaturibersicht zu den verschiedenen Modellen der

Hypoxietoleranz geben die Tabellen 4-6.
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Abbildung 2 Mechanismen der Ischamietoleranz

Zeit (h)
Hypoxie 2 72
Kar
NMDA R Adenosnn r NMDAR [|-1, TIMP
+
: N
Na Ca A E HSP, SOD
i ; i bcl-2
ATPY ™
Transkrlptlonsfaktoren
Kinasen
)
. @ Transduktion NMDAR-P
@ Induktlon T T @ Protektion

Legende: Ein kurzer prakonditionierender ischdmischer Stimulus fihrt zu einer Aktivierung
des NMDA-Rezeptors. Der ATP-Abfall aktiviert innerhalb des kurzen Zeitfensters ATP-
abhangige Kaliumkanale und Adenosinrezeptoren und fihrt zu einer Hyperpolarisation und
Neuroprotektion wahrend einer darauffolgenden Ischdmie. Gleichzeitig werden Kinasen und
Trans-kriptionsfaktoren aktiviert, die die Genexpression hypoxieabhéngiger Gene
beeinflussen oder die Phosphorylierung von Proteinen verandern. Wahrend einer zweiten,
l&ngerdauernden Ischdmie fuhrt eine verdnderte Zusammensetzung von
Membranrezeptoren oder ein erhéhter Spiegel von Antioxidantien zu einem reduziertem
Schaden nach Ischdmie. NMDA : N-methyl-D-aspartat: exzitatorischer Neurotransmitter;
AMPA: alpha-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionat; K(ATP ): ATP-abhangige
Kaliumkanale; HSP: Hitzeschockproteine; SOD: Superoxiddismutase; TIMP-1: tissue
inhibitor of metalloproteinase; IL-1: Interleukin 1; PDI: protein disulfide isomerase; OFR:
oxygen free radicals; NMDA-R" und NMDA-R-P: Veranderung von Untereinheiten oder
Phosphorylierung des NMDA-Rezeptors.
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Tabelle 3 Mechanismen der Ischamietoleranz

1. Induktion 2. Transduktion 3.Protektion
(und Funktion)

NMDA-R, 646 Proteinkinasen: Hitzeschockproteine:
Ca®*; NO %% erk * HSP70 '°
Adenosin; Karp ¥ Ubiquitin '"°

(Disulfide Isomerase '%°)

Transkriptionsfaktoren:  Antioxidantien:

JUN 83,120 SOD 122,131
NF-xB & Metallotionein 11 °
HIF-1 7%

AP-1 "8 zif-268 4876

Immediate early genes:  Neuroprotektion:

c-fos 8 TIMP-1 26
Zytokine: Anti-apoptotisch:
IL-1 48 bcl-2 121

TNF/Ceramid "*°

Legende: s.a. Abkirzungsverzeichnis; NMDA-R: NMDA-Rezeptor;

Parakrine Hypothese

Wie kann nun eine mehrere Tage dauernde Neuroprotektion durch
Genexpression erklart werden ? Die Transkription und Translation alleine
dauert unter physiologischen Bedingungen nur einige Stunden.
Wahrscheinlich sind in der Effektorphase kaskadenartig mehrere Zyklen
hintereinandergeschaltet, beispielsweise durch die Expression von IEGs, die
selbst als Transkriptionsfaktoren sekundare Kandidatengene aktivieren
kénnen. Ebenfalls mdglich erscheinen "parakrine" Effekte zwischen
Astrozyten und Neuronen: In Gliazellen kommt es nach Hypoxie zur
Expression von "Stressproteinen" wie der Protein-disulfide isomerase (PDI),

welche auf CA1-Neuronen anti-apoptotisch wirkt '?°. Erythropoetin kann
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nach Hypoxie, HIF-abhangig, in Astrozyten exprimiert werden und ist

neuroprotektiv 132132,

Alternative Stimuli und chemisch-pharmakologische Priékonditionierung

Da es durch kurzzeitige zerebrale Hypoxie zu einer Vielzahl von sekundéaren
Veranderungen wie Periinfarktdepolarisationen, Anstieg von freien
Radikalen, Freisetzung von inflammatorischen Zytokinen wie TNF-alpha oder
[I-1 oder reversibler Proteinsynthesehemmung kommt, wurde untersucht, ob
diese Stimuli im Sinne eines Mediators alleine Hypoxietoleranz auslésen

133-136

kénnen oder im Umkehrschluly durch Inhibition dieser putativen

Mediatoren die hypoxische Prakonditionierung wieder aufgehoben werden
kann ®”. In primar neuronalen Kulturen der Ratte konnte eine hypoxische
Prakonditionierung durch Sauerstoffdeprivation auch durch TNF-alpha
erreicht werden, bzw. durch TNF-alpha Antikérper geblockt werden. Als
"second messenger" konnte in diesem Modell das Shingolipid Ceramid

130

identifiziert werden Toleranz gegen fokale Ischamie kann auch durch

pro-inflammatorische Stimuli wie LPS (Lipopolysaccaride) oder LPS-Derivate

induziert werden, méglicherweise NO (nitric oxide) vermittelt #7138 Auch

durch elektrische Stimulation des Nucleus fastigii des Kleinhirnes %',

142 oder

durch pharmakogen ausgeléste epileptische Anfélle in jungen Ratten
durch Hibernation ' kann Hypoxietoleranz ausgelést werden kann.
Méglicherweise wird die endogene Hypoxietoleranz durch weitere Faktoren,
wie den Ostrogen/Gestagenzyklus moduliert "

Von Riepe et al. stammt die Hypothese, dass Hypoxietoleranz auch durch
zugelassene Medikamente wie Acetylsalicylsdure oder Haloperidol '*°
ausgel6st werden kann, welche somit mdglicherweise bereits neuroprotektiv
sein kénnte. Auch Glykoside wie Quabain *° oder durch physikalische Stimuli

118,146 147,148 kann

wie Hyperthermie oder hyperbare Oxygenation
Hypoxietoleranz ausgelést werden, was in Zukunft einen interessanten
klinischen Therapieansatz bieten. Der Mechanismus bei Hyperthermie
scheint dabei unabhangig von Adenosinrezeptoraktivierung zu sein ™.

Die Hypothese, dass Hypoxietoleranz kann auch chemisch-pharmakologisch,

z.B. durch Hemmstoffe der oxidativen Phosphorylierung, wie 3-NPA induziert
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werden kann, wurde von Riepe et al. entwickelt und konnte

zwischenzeitlich in verschiedensten Hypoxiemodellen bestéatigt werden: bei

globaler Hypoxie in Gerbils ™ und Ratten ™°, bei fokaler Ischamie in Ratten

2. in akuten Hirnschnitten °® und in der Zellkultur "™'. 3-NPA fuhrt zu einer

raschen Induktion von Adenosin-Rezeptoren (v.a. A3 mRNA) "2,

Kortikale Depolarisationswellen "Spreading Depressions; SDs" flihren zu

minutenlangen Verschiebungen des Extrazellulérpotenzials und stellen einen
starken metabolischen Stress ohne gleichzeitige Ischédmie dar. SDs &hneln in
vielerlei Hinsicht Migrédneauren und kénnen experimentell Hypoxietoleranz
induzieren . Eine Erklarung dafiir kénnte sein, dass es nach einer SD zu
einer veranderten Genexpression von putativ neuroprotektiven Proteinen wie
BDNF sowie zu einer verminderten Expression von Glutamattransportern
kommt 3% Umgekehrt kann auch durch hypoxische Prakonditionierung
Toleranz gegen andere Stressoren wie mechanisch-traumatische

Hirnschadigung induziert werden '*°.
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Tabelle 4 Hypoxietoleranz bei globaler Ischdmie

Autor Spezies | Prakonditionierung | Intervall | Ischdamie | Outcome | Methode |Protektion
Corbett Gerbil 2x1.5min. CCAO |72h 5 min. 10,30d |CA1 53-81 %
1997 %° CCAO

Perez-Pinzon | Ratte 2 min. CCAO 0.5h 10 min. 3,7d CA1 70-91%
1997 "% +hypotension CCAO

Kitagawa Gerbil 2x2 min. CCAO 24 h 5 min. 7d CA1 53-98 %
1990 * CCAO

Kato 1992 ® | Gerbil |2 min. CCAO 72h  [3min. |7d CA1 94 %
Chopp Ratte 15 min. 41.5°C 24 h 7.5min. |7d CA1 ca. 4%
1989 6 CCAO

Kobayashi Ratte 2 h 2M KCl 24 h 6 min. 6d Nekrose |56 %
1995 %’

Towfighi Ratte KA; fluorothyl s.c. |6,24 h |60-90 24-48 h | Hippo- 18-30 %
1999 142 min. campus-

CCAO Schaden

Heurteaux Rat 3 min. CCAO 72 h 6 min. 1-7d CA1 90 %
1995 ¥ CCAO

Dowden Alte 2x 1.5 min. 72h 5 min. 10,30, CA1 20-89 %
1999 Gerbils | CCAO CCAO  160d EPSP

CA1: Messung der Neuronendichte im CA1-Sektor des Hippocampus; CCAO: beidseitiger

g pp p g
Verschluss der A.carotis communis; EPSP : exzitatorische postsynaptische Potentiale.
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Tabelle 5 Hypoxietoleranz bei fokaler Ischamie

Autor Prékonditionierung | Intervall Ischamie |Outcome |Protektion

Toyoda 20 min. CCAO 24 h 60 min. 48 h 41-46 %

1997 '# + MCAO

Matsushima 1995 % ,global“ oder 96 h MCAO 96 h 0-66 %
MCAO

Yanamoto 48 h 4M KClI 1,2,6,9, 2h BCAO |48h 51 %

1998 '*° 12,15,21d + MCAO

Wiegand 3-NPA i.p. 12h, p MCAO 72h 35-70 %

1999 * 12,3,7d 90 min.

Reis 1h FN Stimulation | 1h,3h, p MCAO |[24h 10— 50 %

1998 ! 1d, 3d, 7d

Chen 3x10 min MCAO 1,235,7d 100 min. 24-72h |33-45%

1996 % MCAO

Chimon 3x3min MCAO |1,2,3, p MCAO 48 h 20 %

1998 "% 4,5d

Stagliano Maus: 1-3x 3 min. |30 min. 1h 24 h 39 % (p)

1999 ** MCAO 24 h 33 % ()

Spezies: Ratte wenn nicht anders angegeben; MCAQ: Verschluss der A. cerebri media; FN:
Nucleus fastigii; p= permanent; t: transient; Die Protektion wurde in allen Veréffentlichungen
mittels der Reduktion des histologisches Infarktvolumens im Vergleich zur Kontrollgruppe
gemessen. Das Intervall mit der maximalen Protektion ist unterstrichen.

-32-
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Tabelle 6 Hypoxietoleranz: In vitro Modelle

Autor Spezies Prakondi- Intervall Ischamie | Outcome Methode | Protektion
Methode tionierung in min.
in min.

Schurr (R)Hippocam- |5 30 min. 20 wahrend CA1PS |Ca.50 %
1986 * | pus Slice oD oD

Bruer (R) kortikale |90 24,48,72 (180 OGD |4, 24,48 h |LDH 6-72%
1997 % Neuronen OGD h

Riepe (R)Hippocam- | 3-NPA;ASS; |1h; 24 h 150D <45 min. |CA1ePS |90%

1997 ' campus Slice | Haloperidol

Khaspekov | (R)Hippocam- | 60 24 h 90 min. 24 h LDH 40 - 60 %
1998 °* | puskultur 0GD OGD

Grabb (M) gemischte |5—-30OGD; |7,24,72h |45-55 24 h LDH 30-50 %
1999 *° Kulturen K+; NMDA OGD

Weih (R) kortikale | 120 24,48 h 120-150 |24 h LDH 30-70 %
1999 15 Neuronen 3-NPA OGD

Reshef (R) Neuronen |5 iod.; 10 min,; 150 iod. |60 LDH 40 -60 %
1996 ' Adenosin 791

Sakaki (R) kortikale |4 h 72h 24h0OD |24-48h |LDH 90 %
1995 *° Neuronen oD

Kasischke | (M)Hippocam- |1 h 1h 150D 45 ePS Ca. 50 %
1999 '* pus slices 3-NPA

P.-Pinzon | (M)Hippocam- |10 30 min. 10 min. | 30 min. ePS 141 %
1996 ' pus slices oD

Liu (R) kortikale |20 24 h 25h 24 h Ethidium- | 50 %
2000 *3° Neuronen OD: TNE-o. OGD fl.

R: Ratte; M: Maus; OGD: Oxygen-Glucose-Deprivation; OD: Oxygen-Deprivation;
iod: iodoacetate.
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Hypoxietoleranz am Gehirn: ,remote" Preconditioning

"Remote preconditioning" bedeutet, dass die Prakonditionierung in einem
anderen Gewebe als die Testhypoxie induziert wird. In der Ratte konnte
beobachtet werden, dass fokale Hypoxie einer Hemisphéare Toleranz erzeugt
gegen eine globale Hypoxie 3 Tage spater '°2. Durch eine Nierenischamie '®®
oder Verschluss der Mesenterialarterie '™ kann Toleranz gegen eine
darauffolgende Myokardischamie induziert werden. Hypoxietoleranz am Herz
kann auch in Myokard beobachtet werden, das zuvor nicht prakonditioniert
wurde ' Eine kurze Myokardischamie, kann auch die Thrombosierung
einer geschadigten und stenosierten A. carotis verhindern ', Als
Mechanismen des ,remote preconditioning® sind entweder zirkulierende
Mediatoren wie Adenosin (Aktivierung von Adenosinrezeptoren auf
Thrombozyten) %

Bradykinin aktiviert ®".

oder neurogene Mechanismen, moglicherweise durch
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2.2.2 Hypoxietoleranz am Gehirn: transiente ischamische Attacken als
Modell ?

Der Nachweis einer neuroprotektiven Wirkung eines Medikamentes oder
einer Behandlung im Tiermodell bedeutet nicht, dal} dieselben Mechanismen
auf das menschliche Gehirn Ubertragen werden kénnen. Weniger jedoch
unterschiedliche biologische Prinzipien als Speziesdifferenzen, Alter,
Risikofaktoren (Definitionen im Anhang), Medikamentendosis und Zeitpunkt
der Behandlung, sowie Art und Zeitpunkt der Evaluation des Schadens sind
vermutlich flr diese Diskrepanz zwischen experimentellem Ansatz und den
bislang fast durchgangig enttduschend verlaufenen klinischen Studien zur
Neuroprotektion beim ischamischen Hirninfarkt verantwortlich zu machen.
Bevor jedoch die Hypothesen zur Hypoxietoleranz am menschlichen Gehirn
aufgestellt werden, sollten einige Vortiberlegungen angestellt werden:

Ein idealer prakonditionierender ischamischer Stimulus sollte in einem
definierten vaskuldrem Territorium, flr eine definierte Zeit eine komplette
Okklusion des Gefalles bewirken und keine morphologischen Schéden
hinterlassen. Im Gegensatz zum Tiermodell, bei dem eine transiente fokale
oder globale Ischamie an einem narkotisierten, kardiovaskuladr gesundem
und in der Regel jungem Tier ausgeldst wird, sind TIA"s nicht vorhersagbar
und kdnnen oftmals, aufgrund der kurzen Dauer nur retrospektiv beurteilt
werden. Die vaskulare Grunderkrankung, z.B. eine Karotisstenose auf der
Grundlage einer Arteriosklerose, besteht zudem beim Menschen auch nach
einer TIA fort.

In der Kardiologie wird die Frage, ob Prékonditionierung tberhaupt auch im
poststenotischen Parenchym méglich ist, vermehrt diskutiert '°®'%  Die
klinische Lokalisation einer TIA kann, vor allem bei hemisphériellen TIA’s in
der Regel eindeutig erfolgen. Bei untypischen TIA’s im vertebro-basilarem
Stromgebiet oder bei einer Amaurosis fugax (retinale TIA) bleibt sie jedoch
manchmal problematisch. Die Mehrzahl der Patienten haben 1-2 klinische
TIA's', es muR jedoch angenommen werden, daR zahlreiche TIA's auch
nachts oder in nicht eloquenten Arealen auftreten und somit klinisch

asymptomatisch bleiben und die Anzahl sowie die Intervalle der
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mdglicherweise prékonditionierenden Ischdmien nicht beurteilt werden kann.
Die durchschnittiche Dauer einer TIA wurde mit 14 Minuten flr
hemispharielle und 8 Minuten fir vertebro-basilare TIA’s angegeben '
Wenn eine TIA mehr als eine Stunde dauert, sinkt die Chance fir den
Patienten, nach 24 Stunden symptomfrei zu werden, deutlich ab 2. Die
Dauer einer TIA lasst keine Ruckschlisse zu fir eine embolische oder
thrombotische Genese '">'"°.

Der Zeitraum zwischen Beginn der vaskuldrer Occlusion und dem Beginn
von klinischen Symptomen ist zudem beim Menschen nicht genau bekannt.
Nach einer Ballonkatheter-Testokklusion der A. carotis interna kam es nur
bei 11% der Patienten nach 2-7 Minuten zu klinischen Symptomen'”®. Ob
zwischen der Dauer einer TIA und einem bildgebend nachweisbarem Infarkt
ein zeitlicher Zusammenhang, besteht, ist unklar'””. TIA Patienten zeigen im
CT in ca. 11 - 47 % Ischamiezeichen "®'® im MRT in 46 % der Falle "®,
wobei unklar bleibt, wie viele Lasionen in kausalem Zusammenhang mit der
TIA bzw. ihrer Dauer stehen.

Die Frage ob eine TIA ein adaquater Stimulus sein kénnte, um eine
Hypoxietoleranz am menschlichen Gehirn auszulésen, kann somit derzeit
nicht eindeutig beantwortet werden. Auf der Basis der experimentellen
Modelle zur Hypoxietoleranz, sowie den epidemiologischen Daten zu TIA’s,
ist anzunehmen, dafd klinisch sicher lokalisierbare TIA's von wenigen
Minuten Dauer, in einem Zeitraum von Stunden bis zu etwa 7 Tagen vor
einem Schlaganfall, ohne relevante Makroangiopathie am ehesten geeignet

sein kénnten, Ischdmietoleranz zu induzieren.
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Epidemiologie von transienten ischdmische Attacken

Zur Planung einer klinischen Studie sollte anhand der epidemiologischen
Daten zu TIA’s der erforderliche Stichprobenumfang abgeschétzt werden.
Die Inzidenz von TIA’s betragt, in verschiedenen Populationen, ca.
0.4/1000/Jahr '"°. Die Dauer betragt in den meisten Fallen, wie oben

berichtet, weniger als eine Stunde '""'7%1%?

und definitionsgemal maximal
24 Stunden. Schatzungsweise 43% bzw. 36% der TIA's treten im linken bzw.
rechten Karotisstromgebiet auf, ca. 15% sind im vertebro-basilaren
Stromgebiet, die Gbrigen Attacken kdnnen klinisch nicht eindeutig zugeordnet
werden'. Eine TIA muR als Warnsymptom einer zugrundeliegenden
kardiovaskularen Erkrankung gewertet werden.

Zwischen Patienten mit einer TIA und Schlaganfallpatienten gibt es keine
wesentlichen Unterschiede in Hinblick auf kardiovaskulare Risikofaktoren, so
dal angenommen werden kann, dal® beide Syndrome einen gemeinsamen
pathophysiologischen Ursprung haben und sich nur im Zeitverlauf
unterscheiden '®*. Ein Patient nach einer TIA hat ein 4-8%iges Risiko fir
einen Schlaganfall im ersten Monat '®, ein 4-12%iges Schlaganfallrisiko im
ersten Jahr, ein lebenslang fiinffach erhéhtes Risiko fiir Schlaganfall 818
sowie ein erhohtes Risiko fiir einen Myokardinfarkt'®®. Bei einer retinalen TIA

177

ist das Schlaganfallrisiko geringer '''. Schatzungsweise 7 - 40% aller

Schlaganfallpatienten haben vor dem Hirninfarkt eine TIA erlitten 771,
wobei Patienten mit Makroangiopathien haufiger TIA’s zu haben scheinen
als Patienten mit einer kardialen Emboliequelle oder Mikroangiopathien
189190 " Uberdurchschnittlich haufig (ca. 55%) tritt ein Hirninfarkt im Territorium
einer vorangegangenen TIA auf'®. Dennoch gibt es, trotz zahlreicher
Studien keine zuverlassigen Kriterien dafir, welcher Patient nach einer TIA
ein erhohtes Risiko fiir einen schweren Schlaganfall hat'%'®" Insgesamt ist
somit bei 5-20% aller Schlaganfallpatienten mit einer prodromalen TIA zu

rechnen.
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3 Methoden und Grundlagen
3.1 Zellkultur
3.1.1 Medien und Losungen

Neuronenkulturmedium NeuroBasalMedium (NBM) mit 2% B27-Supplement

und folgenden Zuséatzen:

100 pg/ml Penicillin und 100ug/ml Streptomycin
0.25% L-Glutamin 2mM

0.1% 25 mM Glutamat (als "Startermedium")
Alternativ wurde N-Med verwendet:

MEM (Earle) (mit 2,2g Bicarbonat und 1g Glucose) mit 10% fetalem
Kalberserum (FKS)

100 pg/ml Penicillin und 100pg/ml Streptomycin
L-Glutamin 2mM

0.25% Insulin 100 I.E./I

1% Hepes Buffer 1M

89/l Glucose

Poly-L-Lysin (PLL)-Beschichtung von Zellkulturwells

PBS ohne Calzium und Magnesium mit 5% PLL.

Trypsin

PBS ohne Calzium und Magnesium mit folgendem Zusatz

10% Trypsin / Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Die vom Hersteller gelieferte 10-fach konzentrierte Stammlésung wurde
aliquotiert zu je 5 ml und bei —20°C gelagert. Um die gebrauchsfertige
Lésung mit einer Konzentration von 0,05/0,02% zu erhalten, wurden diese
mit 45 ml PBS ohne Calzium und Magnesium verdinnt, und bei +4°C
aufbewabhrt.

Kollagen-Beschichtung der Zellkulturplatten

MEM (Earle) (mit 2,2g Bicarbonat und 1g Glucose) mit folgenden Zuséatzen
10% Fetales Kalberserum (FKS)

1% Pen/Strep

1% L-Glutamin 2 mM

0.25% Insulin

1% Hepes Buffer 1M
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89/l Glucose
1% Kollagen G

Ldsung zur Zellzdhlung

PBS ohne Calzium und Magnesium mit:

10% Trypanblau

10% Zellsuspension

Beschichtung der KulturgefélRe

Zum Beschichten der Kulturgefale kam poly-L-Lysin (MG>300.000 kDa; 0.1

mg/ml) in einer Verdinnung von 1:20 in PBS ohne Calzium und Magnesium

zur Anwendung. Am Tag der Praparation wurden die KulturgefaRe mit dieser
Lésung Uberschichtet 20-30 Minuten bei Raumtemperatur (RT) inkubiert und
dann zweimal mit PBS ohne Ca**/Mg"" gewaschen. AnschlieRend wurde die
Kollagen L&sung (s. Ld&sungsprotokoll Nr. 3) auf die Kulturgefalie
aufgetragen. Im Inkubator verblieben die Platten dann fir eine Stunde und
wurden dann erneut mit PBS ohne Ca™"/Mg*™ zweimal gewaschen.
SDH-Messung®

In den 3-NPA Experimenten wurde untersucht, ob es zu einer Minderung des

Aktivitat des Komplexes Il der Atmungskette kommt. Dazu wurden die Zellen
2 h nach 3-NPA Gabe in Ultraschall homogenisiert. Eine kinetische
photometrische SDH-Messung wurde in 50 mM Tris/HCI (pH=7.4) mit 25 mM
Sucrose, 50 uyM 2,6-dichloroindophenol und 10 mM Succinat bei 604 nm
durchgefiihrt und auf den Proteingehalt (nach Lowry) bezogen.

3.1.2 Praparation von kortikalen Neuronen

Préaparation von kortikalen neuronalen Kulturen wurde, wie zuvor bereits
berichtet *°19219 durchgefiihrt, im Einzelnen wie folgt: Zwischen dem E16-18
(16.-18. Gestationstag) trachtige weibliche Wistarratten wurden mit Ather
narkotisiert und anschlie®end durch zervikale Dislokation getétet.

Nach moglichst keimarmem Herauspraparieren des Uterus und seiner
Lagerung auf Eis, erfolgten alle weiteren Arbeitsschritte unter sterilen
Bedingungen:

% in Zusammenarbeit mit Dr.rer.nat. Dirk Megow.
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- Embryonen aus dem Uterus herauspraparieren in einer Petrischale mit
kaltem PBS ohne Ca™*/Mg*" lagern,

- Gehirne herauspréaparieren und in kaltem PBS ohne Ca*™*/Mg™" lagern,

- unter mikroskopischer Kontrolle die Kortizes praparieren und die Meningen
sorgfaltig entfernen,

- Kortizes zweimal in PBS ohne Ca**/Mg™* waschen,

- Gewebe mit dem Skalpell mechanisch zerkleinern und anschliel’end in
kleine Zentrifugenréhrchen tberfuhren,

- ca. 5 ml der gebrauchsfertigen Trypsin / EDTA Lésung zugeben und 15
Minuten bei 37°C im Wasserbad inkubieren,

- 2-3 mal in PBS ohne Ca'" /Mg’ waschen und in ca. 5-10 ml N-Med
(Medium 3) aufnehmen,

- weitere mechanische Dissoziation des Gewebes mit verengten Pasteur
Pipetten,

- Uber ca. 2-3 Minuten das Absetzen der groleren Gewebepartikel abwarten,
anschlieRend Uberstand entfernen,

- Zentrifugation der Zellsuspension bei 1000 Umin / 2 min/ RT, um
Zellbruchstiicke und Erythrozyten zu entfernen,

- den Uberstand verwerfen, das bodenstindige Pellet in Startermedium
(Medium2) aufnehmen und erneut mit der Pipette die Neuronen vorsichtig
vereinzeln.

Nach dem Auszéhlen der Zellen in einer Fuchs-Rosenthal-Z&dhlkammer,
wurde die Zellsuspension in die beschichteten Kulturplatten in einer
Zelldichte von 2,5x10°Zellen/cm? ausgesit.

Die Kulturen wurden bei 5% CO,/ 95% Luft, 95% Luftfeuchtigkeit und einer
Temperatur von 36°C gehalten.

Zweimal pro Woche wurden 50% des Mediums gewechselt, wobei die
Neuronen dann das normale Nahrmedium (Medium 3) erhielten. Jedes well
einer 24-well-Platte erhielt 400uL Medium, einer 6-well-Platte 2 ml.

Zwischen dem 8. und 14. Tag in vitro erfolgten die Experimente. 80-90% der

praparierten Zellen waren immunhistochemisch positiv fir Neuronen-
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spezifische Enolase, weitere 15% fur GFAP (Astrozytenmarker) und weniger
als 5% auf OX 42 (Mikrogliamarker).”

3.2 Sauerstoff-Glucosedeprivation (OGD) und 3-NPA-Inkubation

3.2.1 Medien und Losungen

BSSO; Hypoxielésung

Deoxygenierte, mit 5% CO, und 95% N, begaste Lésung, bestehend aus:
- 1160 mM NaCl

-8 mM MgSO,4 7 H,O

- 10 mM NaH,PO4 H,O

- 1,8 mM CaCl;

- 26,2 mM NaHCO3

- 10 yM Glycin

- 100 mg/l Phenolrot

BSS20; Kontrollésung

Normal oxygenierte Losung, bestehend aus:
- 1160 mM NaCl

-8 mM MgSO,4 7 H,O

- 10 mM NaH,PO4 H,O

- 1,8 mM CaCl;

- 26,2 mM NaHCO3

- 10 yM Glycin

- 100 mg/l Phenolrot

- 20 mM D-Glucose

OoGD

Fir die Sauerstoff-Glucose-Deprivation (OGD) wurden die Nervenzellen in

eine befeuchtete, Temperatur-kontrollierte (36+0.5 °C) Hypoxiekammer (s.
Abbildung 3) umgesetzt, deren Sauerstoffpartialdruck bei 2-4 mmHg (5%
CO,/95% Ny) lag. Gemessen und kontrolliert wurde dieser Druck mit einer
polarographischen Elektrode (Licox pO,, GMS, Kiel, Germany ).

® in Zusammenarbeit mit Dr.Dorette Freyer und Dr.Marion Lautenschlager.
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Vor dem Umsetzen der Zellen in die Kammer, wurde das
Neuronenkulturmedium zweimal mit Magnesium- und Ca-freiem PBS
heruntergespult. Die Versuchsneuronen erhielten stattdessen eine
deoxygenierte, d.h. zuvor unter polarographischer Kontrolle mit 5% CO, und
95% N, Gas bebubbelte ,Hypoxielésung® (-BSSp-) wobei der pH bei 7.4
konstant gehalten wurde. Der Kontrollgruppe wurde im Standardinkubator
normoxische BSS,y verabreicht, welche eine normale Glucosekonzentration
(20mM D-Glucose) enthielt. Somit waren die Kontrollzellen im Vergleich mit
OGD-Bedingungen  normalen  Zucker- und  Sauerstoffverhaltnissen
ausgesetzt. Die hypoxische Prékonditionierung bzw. die OGD begannen
jeweils mit dem Wechsel vom urspringlichen Nahrmedium zu den
Versuchslésungen: BSS, und BSSy, bzw. mit dem Umsetzen der
Testgruppe in die Hypoxiekammer und endete mit der Versorgung der
Neuronen mit normoxischem, asserviertem Neuronenkulturmedium. Zeitlich
entsprach die hypoxische Prakonditionierung einer Verweildauer der
Neuronen von etwa 90 Minuten in der Kammer, wahrend die OGD zeitlich
auf 120-150 Minuten festgelegt war, eine Zeitdauer, nach der ein
Zellschaden nachweisbar war. Die hypoxische Préakonditionierung fand
jeweils am Tag 8-10 in vitro, die OGD i.d.R. 24-72 h spéter, also am Tag ca.
9-13 in vitro statt.

3-NPA-Inkubation
Analog zur OGD wurden die Neuronen am Tag 8-10 in vitro zweimal mit

Magnesium- und Ca-freiem PBS gesplilt. Die Versuchsneuronen erhielten in
den angegebenen Konzentrationen 3-NPA, gel6st in BSS,. Der pH-Wert war
bei 7.4. Die Kontrollgruppe erhielt BSSyy. Beide Gruppen wurden 2h im
Standardinkubator (mit Sauerstoff) inkubiert. Anschliessend erhielten die
Zellen wieder asserviertes Neuronenkulturmedium. Die OGD fand nach

einem Intervall von 24-72 h statt.
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Abbildung 3 Hypoxiekammern

Links: Selbstgebaute Hypoxiekammer (umgebauter Babyinkubator); die Manipulation ist
durch gasdichte Gummihandschuhe mdéglich, die Kammer kann, unter laufendem Betrieb,
durch eine gasdichte Vorkammer (atrium), die getrennt begast werden kann, bedient
werden; im Inneren sorgt eine 60W Glihbirne und eine Heizplatte, gekoppelt an einen
Warmefuhler fur konstante Temperaturen, Konvektion wird durch ein Geblase erreicht; der
Druck in der Kammer bleibt durch ein Siphonsystem, durch das iberschiissiges Gas
entweichen kann, konstant. Die Luftfeuchte, Temperatur und Sauerstoffgehalt werden
permanent gemessen und protokolliert.

Rechts: kommerzielle Hypoxiekammer, urspriinglich zur Kultur von anaeroben Bakterien.
Diese Kammer war ab 2000 im Einsatz und zeichnet sich dadurch aus, dass sie sich im
permanenten Betrieb befindet. Eindringender Sauerstoff wird durch einen Katalysator
entfernt.

3.2.2 Schadensevaluation

Das Ausmal} der Neuronenschadigung durch Hypoxie wurde sowohl durch
Phasenkontrastmikroskopie bei 100-facher bzw. 400-facher Vergrélierung
abgeschatzt, als auch durch Messungen der Laktatdehydrogenase (LDH)-

Konzentrationen im Neuronenmedium beurteilt.

LDH-Messung

Geschadigte Neuronen geben, vermutlich sowohl im Rahmen eines

nekrotischen, als auch apoptotischen Zelltodes Lactatdehydrogenase (LDH)
passiv in den Uberstand ab. Abgegebenes LDH représentiert fiir Neuronen
eine quantitative MeBmethode von Verletzung, Schadigung und Zelltod '*.
Aufgrund ihrer Einfachheit, physikalischen und biologischen Stabilitdt und
wegen der guten Korrelation der LDH-MeRwerte zu den Ergebnissen von

Zellzdhlungen ist die Laktatdehydrogenase ausgewahlt worden.
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LDH wandelt in Gegenwart von NADH Pyruvat zu Lactat um. Um die
Enzymkonzentration im Neuronenmedium zu bestimmen, wird die
Absorptionsénderung bei Pyruvatiberschuss bei 340 nm gemessen; diese
Absorptionsdnderung spiegelt den NADH Verbrauch wieder und damit die

Aktivitat des zelluldren Enzyms im Kulturmedium.

L&sungen
- 0,1 M LDH Puffer, bestehend aus

- KH2PO4 und KoHPO4, im Verhaltnis 2:1

22,7 mM Pyruvatlésung

B-NADH Lésung (0,3mg/ml)

Messung

Die LDH Aktivitdt wurde mit spektrophotometrisch gemessen. Die Messung
erfolgte an einem plate reader der flr 96 well Platten ausgelegt ist. Jedes
well erhielt 25uL Probe, bzw. 25uL Standard, 100pL NADH Lésung in LDH
Puffer (Zimmertemperatur, 3mg/10ml) und 125uL LDH Puffer. Unmittelbar
vor Beginn der LDH Messung durch den Reader erhielt jedes well 25uL
Pyruvatlésung. MelRprinzip ist, da} Licht jedes der 96 wells in vertikaler
Richtung passiert. Der Reader mif3t die Absorption bei 340 nm im Lichtweg,
die der NADH Menge in der Testlésung entspricht. In Intervallen von je 30
Sekunden wurden anhand des linearen Absorptionsabfalles die Aktivitat der

Lactatdehydrogenase bestimmt.

Mikroskopie
Wahrend die LDH Freisetzung, den neuronalen Zellschaden in seiner

Quantitat detektiert, kann mit der Mikroskopie auch qualitativ differenziert
werden; beispielsweise zwischen zellularer Apoptose und Nekrose. Die
neuronale Morphologie steht hier im Vordergrund. Der Differenzierungsgrad
der Neuronen, aber auch der Verzweigungsgrad und Zustand der Dendriten
kann grob aufgrund der Menge und Dichte der Dendriten und der Menge des

Zelldetritus beurteilt werden. Gleiches qilt fir den Zeitverlauf des Schadens.
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3.3 Schlaganfalldatenbank

Erfasst wurden alle in der Charité aufgenommenen Schlaganfallpatienten.

Patienten mit  primaren  Hirnblutungen,  Subarachnoidalblutungen,
Sinusvenenthombosen oder Patienten, die nur eine TIA erlitten hatten,
wurden separat erfasst und die Daten nicht weiter ausgewertet. Die Daten
wurden in eine eigens daflr programmierte Datenbankanwendung (MS
Access; Version 6.0) eingegeben. Folgende Daten wurden den Akten
entnommen: Personalien, Behandlungsjahr, Behandlungsdauer, Station,
Zeitpunkt, Lokalisation und Anzahl von TIA’s, vorangegangene Hirninfarkte,
Zeitdauer bis zur Durchfihrung der Computertomographie des Kopfes und
bis zum Beginn der Behandlung, Duplexsono- und
Echokardiographieergebnisse, Risikofaktorenprofil (Hypertonus, Diabetes
mellitus, Fettstoffwechselstérung, Herzerkrankung, Nikotinabusus, periphere
arterielle VerschluRkrankheit (pAVK; s.a. Anhang), Blutdruck bei Aufnahme,
Medikamente bei Aufnahme und Entlassung, klinischer Verlauf,
Komplikationen, Wiederaufnahme, Hausarztadresse.

Darliber hinaus wurde der Infarkt nach TOAST-Kriterien klassifiziert '
(s.Anhang) sowie ein Zahlenwert nach der Canadian Neurological Scale

(CNS; s. Anhang) '**'%® erhoben und dokumentiert.

3.4 Diagnosevaluation TIA

Der validierte TIA-Fragebogen wurde freundlicherweise von Prof. Koudstaal
(Universitat Rotterdam) zur Verfiigung gestellt und Ubersetzt (siehe Anhang).
Per Post wurde jedem Patienten ein Fragebogen zugesandt. Diese Fragen
wurden zur Sicherung der Diagnose einer TIA eingesetzt und weisen eine
hohe Ubereinstimmung bei verschiedenen Untersuchern auf'®®. In leicht
verstandlichen Worten (Laiensprache) wurde dabei im Multiple Choice
Verfahren nach der Form des Auftretens von Symptomen gefragt, ebenso
nach Beginn, Verlauf, Ende, Dauer, Anzahl der Attacken und zeitlichem
Zusammenhang mit dem nachfolgenden Schlaganfall. Eine Attacke, die mit
halbseitigen motorischen oder sensiblen Symptomen oder Aphasie
einherging wurden als hemisphérielle und transiente monokulare

Visusverluste als retinale TIA gewertet. Schwindelanfalle, Doppelbilder,
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Hemianopsie oder bilaterale motorische oder sensible Symptome (mehr als 1
Symptom waren erforderlich) sind per definitionem *® als TIAs im vertebro-

basildren Stromgebiet beurteilt worden.

3.5 Klinische Endpunkte
Jeder Infarkt wurde nach TOAST-Kriterien klassifiziert '®° (s. Anhang). Zur

Dokumentation des fokalen neurologischen Defizites wurde, wie oben

erwéhnt, die validierte Canadian Neurological Scale (CNS; s. Anhang)
erhoben und dokumentiert. Diese Skala ist zur retrospektiven Einschatzung

neurologischer Defizite, vor allem motorischer Defizite, geeignet.

3.6 CT / MRT: Fruhzeichen und Infarktgrésse
Als Infarktfrihzeichen wurden gewertet: frihe, zur klinischen

Ausfallsymptomatik passende territoriale Hypodensitat im Aufnahme-CT oder
Hypodensitadt des Linsenkernes; Verlust der Inselrinden-Zeichnung oder

Verlust des Kortexbandes.

Infarktfrihzeichen und CT/MRT Befunde zur Beurteilung des finalen
Infarktvolumens wurden in Zusammenarbeit und mit Hilfe von Prof.
Lehmann; Neuroradiologie der Charité, geblindet duchgefiihrt. Alle
verfigbaren Aufnahme-CTs wurden unter Kenntnis des klinischen Befundes
auf das Vorhandensein von Frihzeichen Uberprift. Anschliessend wurden,
wenn vorhanden, CTs oder MRTs, welche im Verlauf, Ublicherweise nach 2-
28 Tagen angefertigt wurden, ausgewahlt um das finale Infarktvolumen zu
bestimmen. Diese Bilder wurden in einem SHARP DIN A3 Durchlichtscanner
eingescannt und das Infarktareal visuell umfahren und die Flache
planimetrisch berechnet (Sigma Scan). Dies wurde fir jede Schicht mit
sichtbarem Infarkt wiederholt um schliesslich anhand der Schichtdicke und
Addition der einzelnen Infarktvolumina das finale Infarktvolumen zu

bestimmen.
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3.7 Statistik

Fur alle Zielgréken wurden die Befunde zunachst exploratorisch untersucht
und deskriptiv ausgewertet. Um zu prifen, ob die Daten normalverteilt waren,
wurde ein Kolmogorov-Smirnov-Test durchgefuhrt. Als konfirmatorische
Auswertungsmethoden kamen bei diskontinuierlichen Daten und Daten, die
nicht normalverteilt waren, nicht-parametrische Testverfahren zur
Anwendung (U-Test nach Wilcoxon, Mann und Whitney), nur im Fall metrisch
skalierter Daten kamen auch parametrische Tests (t-Test, Varianzanalyse,
Kolmogorov-Smirnov-Test) zum Einsatz. Der auf dem sogenannten
Wilcoxon-Test flr unabhangige Stichproben basierende Rangtest von Mann
und Whitney ist das verteilungsunabhdngige Gegenstick zum
parametrischen t-Test fir den Vergleich zweier Mittelwerte stetiger
Verteilungen. Bei dichotomen oder qualitativen Daten wurden der Chi-
Quadrat-Test oder der exakte Test von Fisher angewendet. Zur Feststellung
mdglicher, dem beobachteten Effekt zugrundeliegender Effekte wurde eine
multivariate Analyse eingesetzt.

In der retrospektiven Studie mit klinischen Endpunkten kam, da der CNS
(s.a. Anhang) eine diskontinuierliche Skala ist, eine schrittweise lineare
Regression zur Anwendung. Als Stérgrossen wurden in der Studie mit
klinischen Endpunkten eingegeben: kardiovaskuldre Risikofaktoren
(s.Anhang) Zeit zwischen Symptombeginn und CNS (s.a. Anhang) und TIA
(Ja/Nein). In der klinischen Studie mit neuroradiologischen Endpunkten
wurde eine logistische Regression mit geschatzten odds-ratios und
korrespondierenden 95% Konfidenzintervallen errechnet ?°'. Als dichotome
Endpunkte (abhéngige Variable) wurden Infarktfrihzeichen oder ein grosser
Infarkt (> 1/3 der Territoriums der A. cerebri media) angesetzt um den
Einfluss von Stérgréssen (confounding factors oder covariates)
einzurechnen. Als Stérgréssen wurden in der Studie mit radiologischen
Endpunkten eingegeben: kardiovaskuldre Risikofaktoren (Diabetes,
Hypertonus, koronare Herzerkrankung, periphere arterielle
Verschlusserkrankung, Nikotinabusus; s.a. Anhang), Zeit 2zwischen
Symptombeginn und CT, CNS (s.a. Anhang) und TIA (Ja/Nein). Alle
Statistiken wurden mit SPSS 7.5 berechnet.
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In den Zellkulturexperimenten wurde Ublicherweise der Unterschied zwischen
den Gruppen mittels ANOVA mit Bonferroni post-hoc Korrektur verwendet.
Wenn nicht anders erwahnt sind folgende P-Werte angegeben: ***** und *
fur p < 0.001; p < 0.01 und p < 0.05. Professor Dr. Wernecke, Leiter der
medizinischen Biometrie der Charité betreute in statistischen Fragen alle
Phasen der klinischen Studien, wie Planung des Stichprobenumfangs,
Design der Fall-Kontroll Studien und kritische Anwendung der statistischen

Methoden.
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4 Ergebnisse

Vorbemerkung:

Wichtige Parameter jedes Hypoxietoleranz-Exerimentes sind Art und Dauer
des prakonditionierenden Stimulus (A), Dauer des Intervalles (B), Dauer der
"Testhypoxie" (C) und die Art und der Zeitpunkt, nachdem der Schaden
beurteilt wurde (D, Abbildung 4). Zur Veranschaulichung des Designs wird
dieses Schema in jedem folgenden Experiment angegeben.

H BN

e l _
A B C D Abbildung 4

Schema Hypoxietoleranz

4.1 Hypoxische Prakonditionierung €

Zuerst, zur Etablierung eines stabilen Modelles zur OGD untersuchten wir
den Schwellenwert, oberhalb dessen 24-72h spéter ein morphologischer
Schaden und ein LDH-Anstieg als Indikator neuronalen Schaden
nachweisbar war. Dabei zeigte sich, dass durch Hypoxiezeiten zwischen 60
und 90 Minuten kein nachweisbarer Schaden entstand. Abhangig vom Alter
der Zellkultur, der Zelldichte und dem PO,-Spiegel zeigte sich eine
Zellschwellung etwa ab 120-150 Minuten.

Als Nachstes wurde untersucht, ob durch kurze OGD-Phasen
Hypoxietoleranz gegen eine langerdauernde Hypoxie induziert werden kann.
Abbildung 5 zeigt den Versuchsaufbau und die Ergebnisse fir das 24, 48
und 72 h Intervall. Dabei zeigt sich, dass bereits im 24 Intervall, und, mehr
noch bei 48 h und 72 h Prékonditionierung durch OGD erzielt werden kann.

Der Schaden war dabei 24 h nach der zweiten Hypoxie eindeutig

° Diese Versuche wurden mit Dr. Andreas Meisel; cand.med. Ulrike Bruer (Zellkultur) und
Nikolaj Isaev (OGD) durchgefihrt.
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nachweisbar; 4 h nach Hypoxie war im 24 h Intervall noch kein Schaden
nachweisbar. Die Protektion war im 72 h Intervall maximal. Diese
Experimente dienten dazu, ein stabiles Modell der hypoxischen
Prakonditionierung zu etablieren, als Ausgangspunkt zur Charakterisierung
genetischer Modelle.
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Abbildung 5 Hypoxische Prékonditionierung, LDH-Werte und Zytologie
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Legende: A contr.: Zellen wurden mit BSS20 gespiilt; pre.: 90 min. nur prékonditionierende
OGD; hyp.: 3 h OGD; pre.+ hyp. 1.5 h OGD-Prékonditionierung und 3 h OGD 24 h (1. Reihe);
48 h (2.Reihe) und 72 h (3.Reihe) spater; die LDH-Werte variierten zwischen 100 und 270 U/ml
und wurden normalisiert; die Daten sind Mittelwerte + SE aus mindestens 3 unabhangigen
Experimenten. Die LDH-Werte wurden 4h (1.Spalte); 24h (2.Spalte) oder 48h (3.Spalte) nach
Ende der OGD gemessen.

B,C,D Phasenkontrastmikroskopie neuronaler Zellkulturen: Hypoxische Prakonditionierung.

B : neuronale Zellen (DIV 10; (control) , C: 24 h nach 1.5h OGD; C : 24 h nach 3h OGD

D: 1.5h OGD 72 h vor 3h OGD; jedes Bild 24 h nach OGD.
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4.2 Pharmakologische Prakonditionierung d

3-NPA st ein Inhibitor des Komplexes |l (Succinatdehydrogenase) der
Atmungskette. 3-NPA zeigte in Hirnschnitten Protektion''?. Dabei blieb
unklar, ob der Effekt direkt neuronale Zellen betrifft, oder durch Interaktion
mit Endothel, Gefdssen und Astrozyten im intakten Organ entsteht. Wir
untersuchten, ob durch direkte Applikation von 3-NPA auf Neuronen
ebenfalls Toleranz gegen eine darauffolgende OGD induziert werden kann.
Dabei zeigt sich, dass in einer U-formigen Kurve, ab einer Dosis von 10° M
im 24 h Intervall signifikant eine Protektion erzielt werden kann. Eine
maximale Protektion wurde, im 24 h und 48 h Intervall wurde durch 10° M
induziert (s. Abbildung 6). Kleinere Dosen, wie 10° und 107"°M waren nicht
mehr protektiv.

¢ Diese Experimente wurden zusammen mit Nikolaj Isaev (OGD); Christoph Harms (LDH),
Alexandra Bergk (Zellkultur) und Mathias Riepe (3-NPA-Protokolle) durchgefihrt.
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Abbildung 6 Pharmakologische Prakonditionierung
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Pharmakologische Prékonditionierung mit 3-NPA, LDH-Werte und Zytologie; 3-NPA wurde in Konzentrationen
von 107 bis 10 "° M fiir 2 h eingesetzt.

A: 24 h Intervall;

B: 48 h Intervall zwischen 3-NPA und OGD. Die LDH-Werte waren zwischen 150-300 U/ml; die Daten sind
Mittelwerte + S.E.; n= 8-24 von mindestens 3 unabhangigen Experimenten.

**:p<0.01; ™ p <0.001 (Student t-test). 3-NPA zeigte eine dosisabhangige Induktion von Hypoxietoleranz
mit einer maximalen Protektion von 72 % bei 10 ® M bei einem Intervall von 48 h.

C: SDH: Succinat-dehydrogenase-Aktivitat; A.U. Arbitrare Einheiten (-mabs/ug Protein; Mittelwerte + S.E.; n=
4-7 von mindestens 3 unabhangigen Experimenten; Kontrolle: "sham wash" mit BSS 20; NPA -6M; -7M; -8M:
3-Nitropropionat 10° M; 107 M; 10® M; 2 h.

*: p < 0.05 (Student t-test).

D: Photomikrographien 24 h nach OGD.

Links: Kontrolle: "sham wash" mit BSS20.

Mitte: OGD 3 h, die Zellen zeigen deutliche degenerative Verdnderungen (Schrumpfung des Zytoplasmas,
Dendritenverlust und letztendlich Desintegration.

Rechts: 3-NPA (10° M; 2 h) 48 h vor OGD reduzierte die durch OGD verursachten Veranderungen
signifikant; Balken: 50 um.
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Abbildung 7: Pharmakologische Prakonditionierung/Antioxidantien.
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Radikale generiert; DMTU: Di-methyl-thio-urea: Radikalfanger 10* M. Das

Intervall war 48 Stunden. LDH wurde 24 h nach OGD gemessen.
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4.3 Fall-Kontrollstudie mit klinischen Endpunkten ©

Die Ergebnisse oben zeigen, dass es mdglich ist, Hypoxietoleranz in vitro zu
modellieren und zu simulieren. Ob diese Ergebnisse jedoch auf das adulte
Gehirn oder die klinische Situation Ubertragbar sind, ist unklar. Auch gibt die
Literatur nur schwache und indirekte Indizien fir Hypoxietoleranz am
menschlichen Gehirn. Als ersten Ansatz zur Klarung dieser Frage méchten
wir folgende Arbeitshypothese formulieren: TIAs sind kurzzeitige Ischdmien,
welche in der Regel kein strukturelles Defizit hinterlassen. Sollte eine TIA,
sozusagen als klinisches Korrelat eines prakonditionierenden Stimulus, in der
Lage sein Hypoxietoleranz zu induzieren, so sollten Ausmass und Schwere
der neurologischen Ausfalle bei einem darauffolgenden Hirninfarkt geringer
sein. Um dies zu untersuchen, erhoben wir, wie oben erwdhnt eine
Schlaganfalldatenbank, in der Patienten mit prodromalen TIAs mit Patienten
ohne TIA retrospektiv verglichen wurden.

Abbildung 8 zeigt schematisch das Studiendesign.

1 HEN

l Median 21 Tage l l Abblldung 8
TIA Schlaganfall CNS; Verlauf — Rankin Score | Studiendesign

EinschluBkriterien
Eingeschlossen wurden: alle Patienten der Neurologischen Kilinik der
Charité, die zwischen Januar 1994 und August 1998 mit der

Verdachtsdiagnose eines ischamischen Hirninfarktes aufgenommen wurden.

AusschluBkriterien

® Die Schlaganfalldatenbank wurde zusammen mit Kai Kallenberg (Archivarbeiten) und

Prof Wernecke (Studiendesign) erstellt.
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Patienten bei denen eine vorbestehende Demenz bekannt war, die nach dem
Schlaganfall eine persistierende Bewusstseinsstérung, eine schwere
Sprachstérung (v.a. globale Aphasie), eine vorbestehende ausgepréagte
Demenz oder Gedéachtnisstérung hatten und Patienten, bei denen auch die
Angehorigen keine Angaben Uber die Vorgeschichte machen konnten,
wurden aus der Studie ausgeschlossen, da in diesen Féllen Uber eine (oder
keine) vorangegangene TIA nicht entschieden werden konnte. Eine
Ausnahme stellten Patienten dar, bei denen in der Vorgeschichte bereits
klinisch eindeutig eine TIA diagnostiziert wurde oder eine TIA
fremdanamnestisch gesichert werden konnte. Solche Patienten wurden in die
TIA-Gruppe aufgenommen.

Ebenso wurden Patienten mit minimalen, nur sensiblen und rasch
racklaufigen Ausféllen ausgeschlossen, da die Diagnose einer zerebralen
Ischamie in diesen Féllen oft schwierig bzw. die Abgrenzung gegen TIAs,
Migrane- oder epileptische Anfélle bzw. postiktale Defizite manchmal schwer
zu treffen ist.

Patienten mit einer Subarachnoidal- oder primaren intrazerebralen Blutung,
Sinusvenenthrombose und vorangegangenem demarkierten ipsilateralen
ischdmischen Hirninfarkten im CT wurden ausgeschlossen, genauso wie
Patienten mit einer TIA ohne darauffolgenden Infarkt. Trat eine TIA in einem
anderen vaskuldarem Territorium als der nachfolgende Infarkt auf, wurde die
betreffende Person in die Gruppe ,nur‘ Schlaganfall aufgenommen. Dies gilt

auch fur retinale TIAs.

Studiendesign und Hypothesen

Die Studie wurde retrospektiv durchgefuhrt. Alle Krankenakten wurden
zunachst mittels des Entlassungsbriefes vorselektiert. Alle Briefe mit der
Diagnose Hirninfarkt; Mediainfarkt; Hirnstamminfarkt, Schlaganfall; cerebrale
Ischédmie; ischamischer Infarkt, arterielle Thrombose wurden auf das
Vorliegen der Ein- und AusschluRkriterien Uberprift. Ausser den
persdnlichen Daten wurden Behandlungsjahr, Behandlungsdauer, Station,
Zeitpunkt, Lokalisation und Anzahl von TIAs, vorangegangene Hirninfarkte,

bekannte Zeitdauer bis zur ersten klinischen Untersuchung und bis zur

weih - 56 -



4 Ergebnisse 4.3 Fall-Kontrollstudie mit klinischen Endpunkten

Durchfihrung der Computertomographie des Kopfes und bis zum Beginn der
Behandlung, Duplexsono- und Echokardiographieergebnisse,
Risikofaktorenprofil, Blutdruck bei Aufnahme, Medikamente bei Aufnahme
und Entlassung, klinischer Verlauf, Komplikationen, Wiederaufnahme,
Hausarztadresse den Akten entnommen. Bei Patienten, bei denen der
Infarktbeginn nicht bekannt war, wurde der Zeitpunkt, wann der Patient
zuletzt gesund gesehen wurde registriert. Bei Patienten, bei denen der
Zeitpunkt des CTs nicht vermerkt war, wurde aufgrund eigener Erfahrungen
ein Zeitraum von 1 Stunde nach Aufnahme angenommen.

Die primare Hypothese lautete, dal® Patienten mit einer vorausgegangenen
TIA im gleichen vaskularem Versorgungsgebiet im Vergleich zu Patienten mit
Infarkt ohne vorangegangene TIA ein geringeres neurologisches Defizit bei
Aufnahme aufweisen (primdrer Endpunkt). Aufgrund eines kleineren
Schlaganfalles sollte es auch zu einem kirzeren und unkomplizierteren
Krankenhausaufenthalt kommen (sekundare Endpunkte). Je einem Patienten
mit einer prodromalen TIA vor dem Schlaganfall wurden drei Patienten
gleichen Geschlechts und Alters (= 5 Jahre) gegenubergestellt, die einen

unangekindigten Hirninfarkt erlitten haben.

Datenschutz, Dokumentation, Diagnostik und Therapie

Die Teilnahme an der vorliegenden Studie war freiwillig. Allen Patienten
wurde bei Aufnahme in die Klinik eine schriftliche Einverstandniserklarung/
Datenschutzerklarung vorgelegt, die entweder vom Patienten persénlich bei
Aufnahme oder, wenn der individuelle Zustand dies nicht zuliel3, von einem
Angehdrigen vorlaufig unterschrieben wird. Die Daten sind nach der
Erhebung anonymisiert worden und werden ausschlieRBlich anonym
verdffentlicht. Die Dokumentation erfolgte auf standardisierten Formularen
vor Eingabe in die Datenbank.

Von allen Patienten wurde sofort nach der Aufnahme eine
Computertomographie angefertigt. Davon wurden diejenigen ausgenommen,
die in die Charité verlegt wurden und bereits eine aktuelle CT-Aufnahme
mitbrachten. Alle Patienten wurden nach einem lokalen Klinikprotokoll mit

fraktioniertem oder unfraktioniertem Heparin therapiert (unter PTT-Kontrolle).
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Bei 14 Patienten wurde eine systemische oder lokale Thrombolyse mit rt-PA
oder alternativ mit Urokinase durchgefiihrt.

Von jedem Patienten wurde innerhalb der ersten 12 Stunden ein EKG
angefertigt, ebenso eine Duplex-Sonographie innerhalb von 48 Stunden. Bei
26 Patienten wurde transthorakal, bei 111 transésophageal eine
Echokardiographie durchgefthrt. Nach einer initialen Phasen wurden die
Patienten entweder flir eine Carotis-Endarterektomie vorgesehen, erhielten
300 mg Acetylsalicylsdure (oder andere Thrombozytenaggregationshemmer)
oder eine INR-kontrollierte orale Antikoagulation, Ublicherweise mit

Phenprocoumon (Marcumar® oder Falithrom®).

Biometrie

Die Daten wurden in die oben erwdhnte Schlaganfalldatenbank eingegeben.
AnschlieRend wurden die Daten anhand des Parameters: vorangegangene
TIA JA oder NEIN in 2 Gruppen eingeteilt. Jedem Patienten aus der TIA-
Gruppe wurden, in Alter und Geschlecht Ubereinstimmend, 3 Patienten aus

der anderen Gruppe gegenilbergestellit.

Primare Endpunkte

Als primdre Endpunkte wurde der klinisch neurologische Status bei
Aufnahme und der dokumentierte weitere klinische Verlauf innerhalb der
ersten Tage nach Aufnahme gewahlt. Zur Skalierung wurde hierzu der
etablierte und validierte Canadian Neurological Score (CNS) verwandt (siehe
Anhang), dessen Schwerpunkt auf motorischen Defiziten liegt, der klinische
Verlauf wurde unterteilt in: Verschlechterung, Verbesserung oder
Unverandert. In den Fallen, in denen der Verlauf nicht dokumentiert war,

wurde angenommen, dass der klinische Verlauf unverandert geblieben war.

"In Zusammenarbeit mit Prof. Wernecke; Institut fir Biometrie und Statistik.
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Sekundare Endpunkte

1) Intensivpflicht

2) Dauer des stationaren Aufenthalts

3) Komplikationen,  wie  Reinfarkt, intracerebrale  Blutung unter
Antikoagulation, tiefe Beinvenenthrombose, Pneumonie,

Harnwegsinfektionen, Myokardinfarkt, gastrointestinale Blutungen.

Ergebnisse

Es wurden insgesamt 450 Krankenakten ausgewertet, davon wurden 270
ausgeschlossen: 31 aufgrund eines primar hdmorrhagischen Infarkts oder
einer Subarachnoidalblutung; bei 29 lag eine Sinusvenenthrombose vor; 32
hatten einen initialen CNS-Score (s.Anhang) von weniger als 4 Punkten, eine
globale Aphasie oder eine vorbestehende Demenz; 130 hatten nur ein
geringes oder ein schnell abnehmendes Defizit bei Aufnahme; ein
vorausgegangener Schlaganfall oder TIA mit Infarzierung im CT im selben
vaskuldrem Versorgungsgebiet war bei 16 Patienten der Fall; 32 Patienten
hatten nur eine TIA ohne nachfolgenden Schlaganfall.

Letztlich umfaldt die Analyse 152 Schlaganfallpatienten (im Alter von 18 bis
92 Jahren, bei einem Durchschnittsalter von 61.2 + 15.2 Jahren, 76 Frauen
und 76 Manner). 38 hatten eine vorangegangene TIA, denen 114 (=38x3)
ohne TIA mit Alters- und Geschlechtsiibereinstimmung gegenlbergestellt
wurden. 4 Patienten mit TIA und Schlaganfall und 24 ,nur“-Schlaganfall-
Patienten fanden kein Korrelat aus der anderen Gruppe und wurden
ebenfalls ausgeschlossen.

Bei 23 Patienten (15 %) konnte im Nachbeobachtungszeitraum kein Kontakt
mehr hergestellt werden. Fir diese Patienten konnte kein Rankin Score oder
Glasgow Score erhoben werden.

In Tabelle 7 sind die Basisdaten der Patienten mit und ohne TIA-Anamnese
verglichen: Es gab keine signifikante Unterschiede zwischen den beiden
Gruppen in Bezug auf das Alter und kardiovaskuldare Risikofaktoren
(Anhang). Ebenso konnten keine Unterschiede bei der Einnahme von

Medikamenten wie Acetylsalicylsaure oder Phenprocoumon und der Zeit

weih - 59 -
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zwischen Auftreten der Symptome (falls bekannt) und Ankunft im

Krankenhaus gefunden werden (Zeit bis Behandlung).

Tabelle 7: Basisdaten ¢

TIA

ja nein

(n=38) (n=114) P
Alter, Durchschnitt + S.D. 59.7+13.5 60.4+131 > 0.05*
weiblich,n (%) 19 (50) 57 (50) >0.05
mannlich,n (%) 19 (50) 57 (50) >0.05
Hypertonus,n (%) 24 (63) 67 (59) >0.05
Diabetes,n (%) 9 (24) 29 (25) >0.05
VHF,n (%) 6 (16) 22 (19) >0.05
KHK,n (%) 6 (16) 22 (19) >0.05
pAVK;n (%) 5(13) 10 (9) >0.05
Fettstoffwechselstérung,n (%) 13 (34) 38 (33) >0.05
Rauchen,n (%) 13 (34) 38 (33) >0.05
Acetylsalicylsédure,n (%) 6 (16) 15 (13) >0.05
Phenprocoumon,n (%) 0 (0) 5 (4) >0.05

Zeit bis Behandlung (h); £ S.D. 16.0+£19.6 16.9+27.4 > 0.05*

Legende: KHK= koronare Herzkrankheit; VHF=Vorhofflimmern; pAVK= periphere arterielle
VerschluRkrankheit; *= Mann-Whitney-Test; Acetylsalicylsaure,n (%);Phenprocoumon,n (%):
Medikamente bei Aufnahme.

In Tabelle 8 werden die Gruppen in Bezug auf Infarktatiologie und
Lokalisation verglichen. Die beiden Gruppen weisen weder signifikante
Abweichungen in der Haufigkeit von kardioembolischen Infarkten, Makro-

oder Mikroangiopathie noch in der Infarktlokalisation auf.
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Tabelle 8 Infarktatiologie und —lokalisation

TIA
ja nein P
5(39) 29 (25) >0.05
Mikroangiopathie, n (%) 6 (16) 20 (18) >0.05
Kardioembolischer Infarkt, n (%) 4 (11) 24 (21) >0.05
andere/ unbestimmbare Ursache, n (%) 13 (34) 41 (36) >0.05
6 (42) 44 (39 >0.05
5 ( (
5 ( (

Makroangiopathie, n (%) 1

linke Karotis, n (%) 1 2 )
rechte Karotis, n (%) 15 (39) 46 (40) >0.05
3 )

v.-b.-Versorgungsgebiet,n (%) 13) 21 >0.05

Legende: v.-b.: vertebro-basilar; andere/unbestimmbare Ursache: Patienten bei denen
keine einzelne Schlaganfallatiologie mit hherer Wahrscheinlichkeit oder mehrere mégliche
Ursachen (wie Carotisstenose und Vorhofflimmern oder Mikroangiopathie und
Makroangiopathie bestanden oder seltenere Schlaganfallatiologien wie fibromuskulare
Dysplasien, Dissekate; paradoxe Embolien; migradnése Hirninfarkte; n. TOAST-Kriterien, s.
Anhang.

Die primaren und sekunddren Endpunkte sind in Tabelle 9 aufgefihrt.
Patienten mit TIA vor einem ischdmischen Hirninfarkt hatten einen signifikant
besseren CNS-Score (s.a. Anlage) bei Aufnahme sowie einen signifikant
besseren Rankin Score und Glasgow Outcome Score. Die Verteilung der
CNS-Werte ist in Abbildung 9 dargestellt. Die Werte in der TIA-Gruppe bzw.
nicht-TIA Gruppe waren normalverteilt (p=0.25; bzw. 0.007).

Nach einem durchschnittlichen Beobachtungszeitraum von 17+12.4 Monaten
nach dem Infarkt waren insgesamt 22 Patienten verstorben. Die differentielle
Analyse der einzelnen Scores zeigt, dass der héhere mittlere CNS-Wert in
der TIA-Gruppe grofteils auf die geringere Anzahl schwerer Defizite bei
Aufnahme zurickzufuhren ist (CNS-Wert 4 oder geringer: 29 % gegenuber
8%; p<0.05). 20 Patienten hatten ihre letzte TIA weniger als 72 h vor dem
Infarktereignis. Diese Untergruppe wies keine Unterschiede im CNS-Wert bei
Aufnahme auf und auch nur einen leicht besseren Rankin Score (1.8
gegenuber 1.1) verglichen mit der gesamten TIA-Gruppe.
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Tabelle 9 CNS-Wert und Endpunkt von Patienten mit und ohne TIA.

TIA
ja nein P
i . 8.7+1.8 7.3+21 <0.01
CNS-Wert bei Aufnahme + S.D. median 9.5 median 7.5 .
Rankin Score + S.D. 14+1.2 2.7+1.6 <0.01
median 1 median 3
Glasgow Score + S.D. 43+1.3 3.6+1.6 <0.05
median 5 median 4
Tod, n (%) 4 (11) 13 (11) >0.05
Behandlungszeit (Tage + S.D.) 17.8+£9.5 23.0+16.1 >0.05
Intensivpflicht, n (%) 3 (8) 35 (31) <0.05
Komplikationen, n (%) 7 (18) 26 (23) >0.05
Verschlechterung, n (%) 3 (8) 13 (11) >0.05
Keine Veranderung, n (%) 11 (29) 43 (38) >0.05
Verbesserung, n (%) 47 (63) 61 (54) >0.05

Legende: S.D.: Standardabweichung; CNS: siehe Anhang; Komplikationen: Reinfarkt;
Beinvenenthrombose; Pneumonie, Harnwegsinfekt, Myokardinfarkt; Gastrointestinale

Blutung.
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Abbildung 9 Verteilung der CNS-Werte

0.25

% der Falle
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Tabelle 10: Univariate Analyse

CNS <7 CNS >7 OR 195 % CI)
(n=40) (n=108)

TIA nein (n=111) 36 75

TIAja (n= 37) 4 33 3.96 (1.38-11.38)

Rankin 0-1 Rankin 2-5 OR +95 % CI

(n=52) (n=56)
TIA nein (n = 81) 45 36
TIAja (n= 27) 7 20 3.57 (1.39-9.14)

Glasgow 1-4  Glasgow 5 OR +95 % CI

(n=73) (n=54)
TIA nein (n = 93) 59 34
TIAja (n= 34) 14 20 2.48 (1.12-5.49)

Legende: OR: Odds Ratio; Cl: Konfidenzintervall; Rankin 0-1: und Glasgow 1-4 bedeuten
einen ginstigeren Outcome.

In der multivariaten Analyse (lineare Regression) waren nur eine
Fettstoffwechselstérung und eine TIA ein unabhangiger Faktor fur einen
schlechten bzw. guten CNS Score.

In der Analyse des Rankin Scores und des Glasgow outcome Scores waren

TIAs keine unabhangigen Pradiktoren.
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4.4 Fall-Kontrollstudie mit neuroradiologischen Endpunkten g

In den experimentellen Modellen zur Hypoxietoleranz bei fokaler Ischamie
zeigte sich eine Reduktion des Infarktvolumens um etwa 20-60 %. In der
klinischen Situation ist das Infarktvolumen durch das Ausmass der L&sion in
bildgebenden Verfahren abschétzbar. Daher méchten wir fir die folgende
Studie folgende Hypothese formulieren: Wenn vorangehende, prodromale
TIAs zur Hypoxietoleranz flhren, sollte, neben verbesserten klinischen
Parametern wie Paresegraden auch das geschatzte Infarktvolumen geringer
sein oder, grosse Infarkte seltener auftreten. Die vorangegangene Studie
erfasste heterogene Infarkte mit Ischdmien im Carotisstromgebiet als auch
vertebro-basildre Ischdmien. Da fir letztere die Darstellung des Infarktes im
CT schwierig ist und auch eine komplizierte Korrelation zwischen
Infarktlokalisation, Klinik und Bildgebung besteht, wurden in die folgende
Studie nur Patienten mit Ischdmien im Stromgebiet der Arteria cerebri media

aufgenommen. Abbildung 9 zeigt das Design der Studie.

Median 20 Tage| i i
(

Schlaganfall Friihzeichen Infarktgrosse

I -] Abbildung 10 Studiendesign
L
|
A

TI

Ein weiterer Unterschied zur vorherigen Studie besteht im matching: In der
vorangegangenen Studie wurde nur nach Alter; Geschlecht und
Infarktlokalisation gematcht. Dies birgt die Gefahr, dass Schlaganfalle
unterschiedlicher Atiologien miteinander verglichen wurden: Beispielsweise
unterscheidet sich die Pathophysiologie und oftmals auch die Infarktgrésse

bei Patienten mit Kardioembolien mit Infarkten, z.B. bei Carotisstenosen.

9 Diese Daten wurden zusammen mit Prof.Lehmann (Neuroradiologie) und Nicola Amberger

(Datenerfassung und Archivarbeiten) erhoben.
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Daher wurde in der folgenden Studie auch nach TOAST-Kriterien gematcht

(s.Anhang).

Studiendesign und Hypothesen:

Die Studie ist, wie zuvor als retrospektive Fall-Kontrollstudie angelegt und
beruht im wesentlichen auf dem gleichen Datensatz - der Population der
Schlaganfallpatienten, die zwischen Januar 1994 und August 1998 in der
Charité Campus Mitte unter der Verdachtsdiagnose eines ischdmischen
Schlaganfalles aufgenommen wurden. Ausgangspunkt ist wiederum die oben
erwahnte Schlaganfalldatenbank. Die Diagnose einer TIA wurde wie oben,
mittels eines validierten Fragebogens (s. Anhang) festgelegt.Die primare
Hypothese lautete, dass Patienten mit einer prodromalen TIA seltener und
weniger Ischamie-assoziierte Veranderungen im initialen CT und in der
zerebralen Bildgebung im Verlauf haben. In Anlehnung an experimentelle
Modelle sollten Patienten mit prodromalen TIAs ein geringeres
Infarktvolumen haben. Da das Infarktvolumen oftmals schwer zu bestimmen
ist, und, wie im Verlauf der Studie deutlich wurde, bei gtinstigen Verlaufen
oftmals kein Kontroll-CT angefertigt wurde, wurden folgende zusatzliche

Surrogatparameter als Endpunkte bestimmt.

Primarer Endpunkt:

-Infarktfriihzeichen (Hypodensitat; Verlust des Inselrindenbandes; Verlust der

Basalganglienzeichnung oder des Kortex-Marklagerkontrastes).

Sekundare Endpunkte: h

- Grésse des Infarktes (grdsser/kleiner als 1/3 des anzunehmenden
oberflachlichen und tiefen Territoriums der A. cerebri media).

- Infarktlokalisation (kortikal/subkortikal).

- Raumfordernde Wirkung des Infarktes.

- Infarktvolumen.

" die Archivarbeiten und Bestimmung der Infarktvolumina wurden von cand. med. Nicola

Amberger durchgefihrt.
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Beide Endpunkte wurden dichotomisiert ausgewertet.

Einschlusskriterien:

(1) akute neurologische ischamische Defizite im Carotisstromgebiet.

(2) Aufnahme und ggf. Verlaufs CT in ausreichender technischer Qualitat.
Ausschlusskriterien:

(1) Priméare intrazerebrale Blutung

(2) Sinusvenenthrombose

(3) vorangegangene TIA mit demarkiertem Infarkt

(4) TIA in einem anderen Territorium als der darauffolgende Infarkt oder

nicht-klassifizierbare TIAs.
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Die folgende Tabelle zeigt die klinischen epidemiologischen Daten der

Patienten:

Tabelle 11 Klinische Daten

Klinische Daten von Patienten mit einer oder mehreren TIAs vor einem

hemisphariellem Schlaganfall,

verglichen mit Patienten ohne TIA vor

Schlaganfall '.
TIA vor Schlaganfall Ja Nein

(n=36) (n=36) P
Mittlere Zeit bis CT; + S.D. 11.2+111 145+16.2 0.36 (%)
Minimum; Maximum (in Stunden)
Median 1.5-48 1.5-72

6 6

A. carotis links, n 22 (61 %) 18 (50 %) 0.34
Hypertonus, n 25 (69 %) 22 (61 %) 0.46
Diabetes, n 10 (28 %) 13 (36 %) 0.45
koronare Herzerkrankung, n 7 (19 %) 7 (19 %) 1
periphere AVK, n 2 (6 %) 3 (8 %) 0.64
Lipidstoffwechselstérung, n 13 (36 %) 12 (33 %) 0.80
Nikotinabusus, n 11 (31 %) 1 (31 %) 1
Aspirin, n 6 (17 %) 5 (14 %) 0.74
Phenprocoumon, n 1 (3%) 0 (0%) 0.31
Medikamente gegen Blutdruck, n 9 (25 %) 8 (22 %) 0.78
Medikamente gegen Diabetes, n 4 (11 %) 4 (11 %) 1
Intensivstation erforderlich, n 4 (11 %) 6 (17 %) 0.50
Komplikationen, n 5 (14 %) 7 (19 %) 0.53
Tod, n 3 (8 %) 2 (6 %) 0.64
Rankin Skala, median = S.D. 1.8+1.5 24+14 <0.70 (%)
Median 1 2.5

' In Zusammenarbeit mit Prof. Lehmann und Nicola Amberger.
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Mittlerer CNS, MW + S.D. 89+1.8 71+20 <0.01 (%)
Makroangiopathie (31%) 85+24 6.6 £2.3
Mikroangiopathie (19%) 9.4+1.4 76+1.6
Kardioembolie (14%) 90+1.4 6.8+1.3
Andere/Unbekannt (36%) 89+16 75422

Rankin Skala, MW + S.D. 1.8+15 24+14 <0.70 (%)
Median 1 25

H&morrhagischer Infarkt, n 7 (19 %) 4 (11 %) 0.33
Infarktvolumen in cm®, MW + S.D. 41.8+91.9 506 +74.1 0.44 (%)
Median in cm® 6.0 16.2

Raumfordernder Infarkt, n 3 (8 %) 4 (11 %) 0.45
Subkortikaler Infarkt <15mm, n 12 (33 %) 6 (17 %) 0.10
Subkortikaler Infarkt >15mm, n 8 (22 %) 8 (22 %) 1
Subkortikaler Infarkt total, n 20 (56 %) 14 (39 %) 0.16

Legende: p Wert : Pearson Chi-Square (*): Wilcoxon U-Test; MW: Mittelwert; S.D:
Standardabweichung; CNS: canadian neurological scale; Komplikationen: Reinfarkt;
Beinvenenthrombose; Pneumonie, Harnwegsinfekt, Myokardinfarkt; Gastrointestinale
Blutung.

Es zeigt sich dabei, dass bzgl. der kardiovaskularen Risikofaktoren keine
signifikanten Unterschiede zwischen der Gruppe mit oder ohne TIAs
bestand. Wie bereits in der ersten Population, war auch hier das
neurologische Defizit (ausgedruckt durch den CNS-Score) in der Gruppe mit
prodromalen TIAs signifikant geringer. Dieser Effekt zeigte sich in allen 4
Schlaganfallkategorien (nach TOAST-Kriterien). Der Rankin-Score, als Mass
der bleibenden Behinderung war in der Gruppe mit prodromalen TIAs
geringer, jedoch war dieser Unterschied nicht signifikant. Patienten mit TIAs
hatten auch haufiger subkortikale oder eingeblutete Infarkte sowie ein etwas
kleineres Infarktvolumen, jedoch waren auch diese Unterschiede nicht

signifikant.
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Die Patienten mit prodromalen TIAs waren im Durchschnitt etwa 3 Stunden
friher im ersten CT untersucht worden. Die Komplikations- und Todesrate
war nicht signifikant unterschiedlich, ebenso wie die Anzahl der Patienten die

auf einer Intensivstation behandelt werden mussten.
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Tabelle 12 Univariate und multivariate Korrelation neuroradiologischer Befunde

Frilhz. Friihz. OR (95% CI) Grosser Kleiner OR (95% CI) Volumen Volumen OR (95% CI)

Ja Nein P Infarkt Infarkt P >50 mm3 <50 mm3 P

(n=43) (n=29) (n=21) (n=47) (n=12) (n=46)
CNS>7 25 23 2.8 (0.9-8.1) 7 37 6.9 (2.3-20.7) 2 36 18 (1.4-75)
(n=48) p=0.06 (u) p=0.001(u) p=0.001 (u)
CNS<7 18 6 3.8 (1.1-13.2) 13 10 8.8(2.4-32.4) 10 10 8.8 (2.4-32.4)
(n=24) p=0.004 (m) p=0.001 (m) P=0.001 (m)
Rankin 0-1 15 14 2.3 (0.8-6.6) 3 24 10.9 (2.9-40.9) 1 24 12 (1.9-76.8)
(n=29) p=0.13 (u) p=0.001 (u) p=0.01 (u)
Rankin 2-5 22 9 4.2 (1.2-14.6) 15 11 2.8 (0.8-9.9) 8 16 2.2 (0.4-13.5)
(n=31) p=0.03 (m) p=0.35 (m) p=0.37 (m)
Glasgow 5 14 14 2.6 (0.9-7.4) 3 23 55(1.5-20.9) 1 23 10.8 (1.7-70.6)
(n=28) p=0.08 (u) p=0.01 (u) p=0.01 (u)
Glasgow 1-4 23 9 3.9(1.1-13.6) 13 18 3.8(0.8-186) 8 17 6.0 (0.5-66.2)
(n=32) p=0.03 (m) p=0.1 (m) p=0.10 (m)

Legende: Frihz.: Infarkifriihzeichen; CNS: Canadian neurological Scale; Grosser Infarkt: mehr als 1/3 des Territorium der A. cerebri media; Infarktfriihzeichen:
Frihe Hypodensitat im Aufnahme-CT oder Verschattung des Linsenkernes; Verlust der Inselrinden-Zeichnung; Verlust des Kortexbandes; u: univariate Analyse;
m: multivariate Analyse (Lineare Regression).
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Tabelle 13 Einfluss vorangegangener TIAs auf Infarktgrosse

Frihzeichen Friihzeichen = OR (95% CI)
ja (n=43) nein (n=29)
TIA nein 28 8 4.9 (1.8-13.4)
(n =36) p=0.002 (u)
TIA ja 15 21 7.9 (2.6-23.9)
(n=36) p=0.001 (m)
Grosser Infarkt Kleiner Infarkt OR (95% Cl)
(n=21) (n=47)
TIA nein 15 19 3.8 (1.3-11.3)
(n =36) p=0.02 (u)
TIA ja 6 28 3.0 (0.9-9.9)
(n =36) p=0.06 (m)
Volumen Volumen OR (95% ClI)
>50 cm® (n=12) <50 cm° (n=46)
TIA nein 9 23 3.0 (0.7-12.2)
(n =36) p=0.12 (u)
TIA ja 3 23 4.9 (0.8-30.9)
(n =36) p=0.09 (m)
Legende: Grosser Infarkt: fokale Hypodensitat in mehr als 1/3 des Versorgungsgebietes

der A. cerebri media; kleiner Infarkt: fokale Hypodensitat in weniger als 1/3 des Versor-
gungsgebietes der A. cerebri media; u:univariate Analyse; m:multivariate Analyse.
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5 Zusammenfassung und Diskussion 5.7 Hypoxische Prékonditionierung

5 Zusammenfassung und Diskussion

Zusammengefasst zeigen die oben erwahnten Ergebnisse, dass es Hinweise
fur hypoxische Prakonditionierung am menschlichen Gehirn geben kénnte
und dass hypoxische Prakonditionierung in vitro stabil modelliert werden
kann.

In einer retrospektiven Studie versuchten wir die Hypothese zu untermauern,
dass transiente ischamische Attacken (als kurzdauernde ischamische
Stimuli) vor einem Infarkt (prodromale TIAs) protektiv sind gegen eine
nachfolgende zerebrale Ischamie. Es zeigte sich dabei, dass Patienten mit
prodromalen TIAs ein geringeres Defizit und einen glnstigeren Verlauf
zeigten und im CT seltener Infarktfrihzeichen hatten. Somit k&nnten
transiente ischamische Attacken, vor einem Schlaganfall, analog zu der
Situation am Herzen und wie in zahlreichen in vivo Modellen gezeigt, ein
klinisches Korrelat zur hypoxischen Prakonditionierung darstellen.

Im experimentellen Teil der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, dass sich
hypoxische Prakonditionierung in vitro in neuronalen Kulturen modellieren
lasst. Eine kurzzeitige Sauerstoff-Glucose-Deprivation (OGD) 1-3 Tage vor
einer langeren OGD flihrt zu einem signifikanten Schutz von Neuronen, bis
zu 90%. Hypoxietoleranz konnte auch durch andere metabolische Stimuli,
wie Inhibition von Atmungskettenenzymen durch 3-NPA im gleichen
Zeitrahmen simuliert werden.

Da die in dieser Arbeit verwendeten Methoden von unterschiedlichen
Modellen ausgehen, soll im folgenden die Diskussion der experimentellen

und klinischen Untersuchungen getrennt erfolgen.

Diskussion der experimentellen Ergebnisse:

5.1 Hypoxische Prakonditionierung

In den experimentellen Untersuchungen wird als "Schlaganfallmodell”
Sauerstoff-Glucose-Deprivation (OGD) in primar neuronalen Kulturen
verwendet. Diese OGD ist als Zellkulturmodell fir globale oder fokale

Ischdmie anerkannt, in vielen Laboren etabliert und gut reproduzierbar'.

weih =-73-



5 Zusammenfassung und Diskussion 5.7 Hypoxische Prékonditionierung

Neuronen zeigen in diesem Modell vorwiegend einen nekrotischen Zelltod,
der Gberwiegend von NMDA-Rezeptoren vermittelt wird (Exzitoxizitat)®. Der
Nachteil dieses Modelles ist im wesentlichen die methodische Reduktion des
Zellkulturansatzes: Es werden Neuronen perinataler Tiere in geringer Dichte,
auf kinstlichen Nahrbdéden in einem vereinfachten Nahrmedium gehalten.
Diese Situation kann nicht ohne weiteres auf das adulte Gehirn von
Versuchstieren oder gar den Menschen uUbertragen werden. Dennoch
differenzieren diese Zellen in vitro weiter zu Neuronen, bilden Dendriten,
NMDA-Rezeptoren und Synapsen aus, sind elektrisch aktiv und sind, im
Vergleich zu Astrozyten oder Endothelzellen, relativ hypoxiesensibelse.

OGD (Sauerstoff-Glucose-Deprivation) ist ein oft verwandtes und etabliertes
Modell zur Simulation von Hypoxie und Ischamie. Diese beiden, prinzipiell
unterschiedlichen Stimuli und auch unterschiedlichen klinischen Bilder
kénnen in diesem Modell nicht getrennt simuliert werden. Grob vereinfacht
kann jedoch angenommen werden, dass eine OGD einer Ischamie noch am
ehesten entspricht, wahrend durch eine GD eine Hypoglycamie und OD eine
Hypoxie simuliert werden kann. Der Vorteil dieses Modelles ist, dass der
Sauerstoffpartialdruck gut kontrolliert werden kann, dass es reproduzierbare
Ergebnisse liefert und dass, durch ein definiertes extrazellulares Milieu
multiple Parameter kontrolliert werden kénnen und, nicht zuletzt eine grosse
Menge von Schwesterkulturen gleichzeitig untersucht werden kann. Der
prinzipielle Nachteil besteht darin, dass der Sauerstoff (in der Atmosphare
und im Uberstand gelést) entfernt werden muss, was einen Zeitfaktor
darstellt und, durch Zellspilungen einen mechanischen Stimulus per se
darstellt. Ein weiterer Nachteil ist, dass in unterschiedlichen Laboren
unterschiedliche Zellkammern und Protokolle verwendet werden, was die
Vergleichbarkeit erschwert. In den Experimenten zur hypoxischen
Prakonditionierung zeigte sich, dass durch ein Intervall von 1-3 Tagen
Toleranz gegenulber einer zweiten Hypoxie induziert wird. Dieser Effekt war
robust und reproduzierbar. Unterhalb von 24 h war keine Hypoxietoleranz
nachweisbar. Die vorliegenden Ergebnisse stellten das erste stabile
Zellkulturmodell der Hypoxietoleranz in differenzierten neuronalen Kulturen

dar. Sakaki et al. *® berichteten Uber Hypoxietoleranz in undifferenzierten
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gemischten neuronalen Zellen durch eine 4-stindige Hypoxie. Khaspekov et
al.>” konnten zwischenzeitlich in hippocampalen Kulturen ebenfalls
Hypoxietoleranz durch hypoxische Prakonditionierung induzieren, mit einem
ahnlichen zeitlichem Verlauf wie wir zuvor zeigen konnten. Unsere
Ergebnisse figen sich somit ein in die wachsende Anzahl vonin vivo
Arbeiten, die in verschiedenen Spezies und verschiedenen Hypoxiemodellen
Hypoxietoleranz zeigen konnten. Die zugrundeliegenden Mechanismen
bleiben jedoch in unserem Modell offen. Das Zeitfenster, in dem wir
Hypoxietoleranz beobachteten (24-72 h), legt nahe, dass genomische
Mechanismen oder de novo Proteinsynthese beteiligt sind, ohne dass wir
derzeit Kandidatengene identifizieren oder nachweisen konnten. Zukinftig
soll jedoch, auf der Grundlage der vorliegenden Ergebnisse, die genomische
Antwort nach hypoxischer Prakonditionierung untersucht werden. Angesichts
der Komplexitat der zu erwartenden adaptiven Veranderungen, ist geplant,
dabei Methoden zu verwenden, die eine parallele Analyse einer grossen
Menge von Genen oder Proteinen erlauben, wie SAGE DNA-Chips oder 2-
dimensionale Gelelektrophorese (2D-GE).

5.2 Pharmakologische Prakonditionierung

Unsere Ergebnisse legen nahe, dass Hypoxietoleranz nicht nur durch
Hypoxie als prakonditionierenden Stimulus, sondern auch durch
metabolische Stimuli, wie sie eine Blockade der Atmungskette darstellt,
induziert werden kann. 3-NPA inhibierte = dosisabhangig die
Succinatdehydrogenase (SDH) von lysierten Zellen. Ahnliche Dosen
induzierten 24 bis 48 h spater Hypoxietoleranz gegen eine OGD, welche
ansonsten einen deutlichen neuronalen Schaden hervorrief. Dieser Effekt
von 3-NPA konnte durch Antioxidantien teilweise aufgehoben werden, so
dass mdglicherweise freie Radikale als Induktoren der Hypoxietoleranz eine
Rolle spielen. Ebenso wie in der hypoxischen Prakonditionierung war ein
Zeitfenster von 24 bis 48 Stunden erforderlich, was die Beteiligung eines
genetischen Programmes suggeriert. Im Gegensatz zu den akuten
Hirnschnitten, in denen auch eine 3-NPA Gabein vivo nur wenige Stunden

112

zuvor noch Hypoxietoleranz induzierte ' <, war dies
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in den Zellkulturen nicht mdglich. Der Grund dafir ist unklar. Md&glich
erscheinen systemische Effekte von 3-NPA, z.B. auf Leuko- oder
Erythrozyten oder Gefasswande.

Ein protektiver Effekt von 3-NPA konnte auch in anderen
Schlaganfallmodellen bestatigt werden: In vivo konnte Hypoxietoleranz durch
3-NPA gezeigt werden sowohl bei fokaler?°? als auch bei globaler Hypoxie
23 Mit der Ausnahme des kurzen Zeitfensters, sind die Ergebnisse
vergleichbar: in den akuten Hirnschnitten als auchin vivo war der Effekt nach
48-72 h maximal, also in einem ahnlichen Muster wie in den
Zellkulturexperimenten. In vivo konnte der 3-NPA Effekt durch NMDA-
Antagonisten, Antioxidantien oder durch Proteinsynthesehemmer inhibiert

werden 2%

. Wir konnten diese Ergebnisse nicht reproduzieren, da die
erwahnten Substanzen per se einen grossen Einfluss auf den hypoxischen
Zellschaden hatten, der eine Unterscheidung zum prakonditionierenden
Effekt erschwerte, ein Problem, welches auch andere Untersucher
beobachten konnten ®®. Unsere Experimente legen jedoch eine Beteiligung
von freien Radikalen nahe, da Radikalfanger, vor einer OGD gegeben, den
prakonditionierenden Effekt von 3-NPA teils aufheben konnten.

3-NPA fiihrt zu einem Anstieg von freien Radikalen®**. Andererseits scheint
3-NPA-Prakonditionierung den posthypoxischen Anstieg von Radikalen zu
reduzieren 90, so dass die Zusammenhange zwischen 3-NPA, Radikalen und
Hypoxie weiterer Klarung bediirfen. Méglich erscheint folgendes Szenario: 3-
NPA fuhrt zu einem Anstieg von freien Radikalen, welche wiederum
Antioxidantien induzieren. Diese Antioxidantien fihren dann andererseits zu
einer verminderten Radikalproduktion in einer zweiten Hypoxie. Da in denin
vivo Experimenten systemische Effekte von 3-NPA nicht ausgeschlossen
werden kdnnen, bieten Zellkulturen hier einen grossen Vorteil. Unsere
Ergebnisse legen nahe, dass 3-NPA direkt an den Neuronen wirken kénnte,
zumindest in den von uns untersuchten Zeitfenstern von 24-48 Stunden. In
wie weit in den Kulturen verbliebene nicht-neuronale Zellen an der

Prakonditionierung beteiligt sind, kann derzeit nicht beurteilt werden.
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Ein weiterer diskussionswiurdiger Punkt ist, dass die Dosen, in denen in
unseren Versuchen Hypoxietoleranz induziert wurde, sehr niedrig waren.

Die effektivste protektive Dosis (10® M) fuhrte unerwarteterweise nicht zu
einem signifikanten SDH-Abfall. Methodische Probleme, insbesondere eine
mangelnde Sensitivitat der SDH-Messung, kénnen hier jedoch nicht
ausgeschlossen werden. Die von uns verwendeten Dosen waren auch im
Vergleich zu anderen Modellen niedrig. Eine Erklarung kénnte sein dass die
neuronal-angereicherten Zellen besonders empfindlich auf Inhibitoren der
Atmungskette sind, da die physiologische "Pufferung" mit Astrozyten nur
eingeschrankt moglich ist 2°°. Zudem wurde 3-NPA stets in zuckerfreien
Lésungen appliziert, was zu einer héheren Toxizitat fuhrt*®. Die genetischen
Programme oder Veranderungen, die eine 3-NPA Gabe induziert, sind nicht
bekannt. Um die initialen Schritte der Signalkaskade zu verfolgen,
untersuchten wir an anderer Stelle eine Aktivierung von NF«xB und HIF .
Keiner dieser beiden Transkriptionsfaktoren wurde jedoch durch 3-NPA
aktiviert, was jedoch die Beteiligung anderer Transkriptionsfaktoren wie AP-1

oder CREB nicht ausschliesst.
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5.3 Studie mit klinischen Endpunkten

Hypoxietoleranz, wurde als erstes am Myokard von Murry et al.
beschrieben und hat als wichtiger endogener adaptiver Mechanismus gegen
Hypoxie betrachtliche Beachtung gefunden.

Obwohl Studien am Herzen gezeigt haben, da® Angina pectoris vor einem
Myokardinfarkt ein klinisches Korrelat fir hypoxische Prakonditionierung

39,40

darstellen kdnnten , ist trotz einer steigenden Anzahl von experimentellen

Studien in vivo und in vitro Uber die Situation im menschlichen Gehirn nur
wenig bekannt 4%,

TIAs sind, ahnlich wie eine Angina pectoris am Herzen klinisch als ein zeitlich
begrenzter fokaler Funktionsverlust aufgrund einer Ischamie definiert, der
Ublicherweise kein strukturelles Defizit hinterlat. Darlber hinaus sind TIAs
wichtige Warnsignale einer kardiovaskularen Erkrankung und gehen haufig
einem Schlaganfall mit bleibenden Defiziten voraus. Nach einer TIA liegt das
Schlaganfallrisiko im ersten Monat bei 4-8% '®, bei 4-12 % im ersten Jahr

und bleibt lebenslang fiinffach erhoht 18187

Abhangig von der
Infarktatiologie, haben etwa 7-40 % der Schlaganfallpatienten eine
vorausgegangene oder prodromale TIA 17207,

Die Hypothese war nun, dald wenn - in Analogie zu der Situation am Herzen -

eine TIA das klinische Korrelat von ischamischer Toleranz 2%

ist, ein
nachfolgender  Schlaganfall ein  geringeres Defizit und einen
unkomplizierteren Verlauf zeigen sollte.

Als primarer Endpunkt wurde der dokumentierte standardisierte klinisch-
neurologische Status bei Aufnahme gewahlt, welche unter Zuhilfenahme der
etablierten und validierten Canadian Neurological Scale (CNS; s. Anhang)'®
quantifiziert wurde. Bei der Auswahl dieser Skala spielten Praktikabilitat und
Reproduzierbarkeit die gréfdte Rolle. Der CNS legt seinen Schwerpunkt auf
motorische Funktionen, und kann, vor allem, auf der Grundlage der
kérperlichen Untersuchung, auch retrospektiv einfach erhoben werden.
Unsere Erfahrungen zeigten, dass die Variabilitat zwischen unterschiedlichen
Untersuchern und zu verschiedenen Zeitpunkten gering war und die
Erhebung leicht erlernt werden konnte. AnschlieBend wurden, zur

Vergleichbarkeit der Daten in einem Fall-Kontroll-Design, jedem Patienten
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der TIA-Gruppe drei Patienten der anderen Gruppe (ohne TIA)
gegenlbergestellt, die in den Parametern Alter und Geschlecht
Ubereinstimmten.

Jeder Patient bekam den oben bereits genannten validierten Fragebogen
(s.Anhang), zugesandt, was zur Sicherung der TIA-Diagnose diente. Im Falle
von Diskrepanzen zwischen der Patientenakte und dem Fragebogen wurde
mit den Patienten zusatzlich telefonisch Kontakt aufgenommen, ebenso in
Fallen, in denen Frageb&gen nicht zuriickgesandt wurden. Die Antworten
wurden von zwei verschiedenen Personen unabhangig von einander ausge-
wertet. Diese verglichen hinterher ihre Ergebnisse. Bei unterschiedlichen
Auffassungen fand eine Diskussion statt, an deren Ende immer ein Konsens
gefunden werden konnte. Somit war die groflte moégliche Sicherheit bei der
TIA-Diagnose gegeben, was die Basis flir eine Einteilung der Patienten in die
beiden Beobachtungsgruppen darstellte. Damit ist ein hohes Mal} an
Objektivitat erreicht.

Die oben bereits angeflihrten Ergebnisse zeigten, dalk die Patienten mit einer
TIA vor ihrem Schlaganfall ein signifikant geringeres neurologisches Defizit
(mit einem signifikant hdherem CNS) zum Zeitpunkt der Aufnahme hatten als
jene Patienten ohne prodromale TIA.

Dariiber hinaus konnte bei der ersten Gruppe ein besserer stationarer
Outcome (sowohl weniger Intensivfalle als auch kiirzere Liegezeiten) und im
Nachbeobachtungszeitraum eine geringere Behinderung (Rankin und
Glasgow Scales) festgestellt werden. Die genaue Ursache fir diesen
"protektiven " Effekt ist unbekannt, allerdings legen die beschrankten Daten
dieser Studie nahe, dal} eine TIA einen gewissen Schutz vor einem
nachfolgenden ischamischen Hirninfarkt bietet. Trotz allem soll nicht
vergessen werden, dass eine TIA ein wichtiges Warnsignal fur eine
vorliegende schwere zerebro- oder kardiovaskulare Erkrankung ist.

TIAs sind per se gewichtige Risikofaktoren fiir einen Schlaganfall '®, und

beinhalten auch eine héhere Mortalitat fir einen Herztod?*®.

Eine mdgliche Erklarung kénnte sein dass, wahrend ein unangekindigter
ischamischer  Hirninfarkt plétzlich und haufig durch irreversible

Gefalastverschliisse zustande kommt, konnte eine TIA - sofern sie nicht
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selbst strukturelle Schaden hinterlasst - dem Gehirn erméglichen endogene
protektive Mechanismen gegen einen nachfolgenden, ansonsten schwereren
Insult zu bilden.

Wie oben erwahnt, war der primare Endpunkt dieser Studie die Canadian
Neurological Scale (CNS), welche in erster Linie die motorische Funktion
betrachtet. Der Unterschied zwischen den beiden Beobachtungsgruppen
betrug ungefahr 1 Punkt, was etwa dem klinisch relevantem Unterschied
zwischen einer leichten und einer schweren Parese in einer Extremitat
entspricht. Es ist als unwahrscheinlich anzusehen, dal} diese Differenz rein
zufallig zustande kommt, da der Unterschied von 1 Punkt in der CNS eine
hohe Sensitivitat, eine gute Spezifitdt und ebenso einen hohen negativen
Vorhersagewert beinhaltet '*’.

Die vorliegende Studie, muss jedoch, in der vorliegenden Form, mit Vorsicht
betrachtet werden. Erstens ist es fraglich, ob eine TIA, aufgrund ihrer
Heterogenitat Uberhaupt einen adaquaten Stimulus darstellt, um eine
Ischamietoleranz zu induzieren. Der Grad der Hypoperfusion bei einer TIA,
deren Dauer und Lokalisation im untersuchten Patientengut ist nicht bekannt.
In friheren Studien konnte eine persistierende Hypo?'® aber auch

' nach einer TIA gemessen werden. Dariber hinaus ist es

Hyperperfusion 2’
bei TIAs - aufgrund des voribergehenden Charakters - oft schwer, eine
prazise klinische Quantifizierung und eine genaue Diagnose zu erreichen. In
der ersten Studie wurden vorwiegend, in der zweiten Studie ausschliesslich
Patienten mit  hemispharieller ~ TIA  eingeschlossen, was die
Wahrscheinlichkeit einer korrekten Lokalisation erhoht 2'2. Patienten, bei
denen eine adaquate TIA-Diagnose nicht mdglich war, wurden
ausgeschlossen. Da es jedoch in einer retrospektiven Diagnosestellung
keine objektiven Kriterien gibt, griindete die TIA-Diagnose auf der Fahigkeit
der Patienten, sich an eine TIA zu erinnern und diese auch als eine solche
wahrzunehmen, was besonders bei alteren Menschen problematisch sein
kann. Verschiedene Studien zeigten bereits, dal} TIAs haufig von Patienten
nicht als solche wahr genommen werden oder schnell vergessen werder? ™.
Aus diesem Grund wurde speziell diesem Punkt, wie oben bereits

ausgefuhrt, besonders viel Aufmerksamkeit gewidmet: Die Patienten wurden
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erstens von verschiedenen Personen zu einem solchen Ereignis befragt und
zweitens fanden unterschiedliche Verfahren Anwendung. Somit fuldt die
Diagnose insgesamt auf der Anamnese durch den aufnehmenden Arzt in der
Rettungsstelle, der Nachanamnese und Diagnose des stationar
behandelnden Arztes, der Uberprifung dieser Ergebnisse durch den
Fragebogen (Anhang) und gegebenenfalls ein Telefonat, wobei in einigen
Fallen zusatzlich eine Fremdanamnese erhoben wurde, wodurch eine
moglichst genaue und engmaschige Erhebung und Ubereinstimmung
ermdglicht werden sollte. Trotzdem bleibt die Méglichkeit bestehen, dal}
einige Patienten, die eine solche ischamische Attacke erlitten haben, falsch
eingruppiert wurden.

Ein weiterer Nachteil unseres retrospektiven Studiendesigns ist ein mdglicher
Datenverlust durch unvollstandige Angaben des Patienten oder des
aufnehmenden Arztes, so dal eine Aussage Uber den Schlaganfall oder die
TIA bezuglich der Atiologie, Schwere und Verlauf nur begrenzt méglich ist
(selection bias). Wahrend des Nachbeobachtungszeitraumes kénnen
Patienten aus unbekanntem Grund verstorben sein, was dazu fuhren kann,
dal die Anzahl von weiteren Hirn- oder Myokardinfarkten mit letalem
Ausgang, vor allem in der TIA-Gruppe unterschatzt wird.

Eine weitere Beobachtung und méglicherweise auch Nachteil in unserer
Studie war, dass das Intervall zwischen TIA und Infarkt erheblich variierte;
manchmal ging die TIA dem nachfolgenden Infarkt direkt voraus, teilweise
lagen aber auch Jahre dazwischen. Deshalb sollten auch andere Faktoren in
Betracht gezogen werden, wie eine verbesserte Kollateralversorgung oder
eine frihere Reperfusion (wie sie am Herz beobachtet wurde).

Unsere Studie war, wie erwahnt, in einem retrospektivem Design angelegt.
Aufgrund von Migration und Patientenselektion, auch durch Aufnahme in
eine Universitatsklinik, sowie durch die Tatsache, dal} an der Erhebung des
initialen neurologischen Befundes trotz weitestmdglicher Standardisierung
der Untersuchung verschiedene Arzte beteiligt waren, kénnen betrachtliche
Messfehler entstehen (measurement bias). Da die Daten dieser Studie
monozentrisch von einer Institution stammen, die u.a. Patienten aus anderen

Krankenhausern Gbernimmt, kénnte die Auswahl der Schlaganfallpatienten
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nicht reprasentativ fir eine gréRere Schlaganfallpopulation sein.
Uberraschenderweise ~ waren  kardiovaskuldre  Risikofaktoren, die
Infarktlokalisation und -atiologie in beiden Gruppen (mit und ohne TIA)
ungefahr gleich verteilt. Lediglich Makroangiopathien (s.a. TOAST-Kriterien
im Anhang) waren in der TIA-Gruppe Uberreprasentiert, jedoch nicht
statistisch signifikant. In anderen Studien konnte beobachtet werden, daf}
eine TIA-Schlaganfall-Episode haufiger bei arteriosklerotischen
Veranderungen auftreten, als bei kardioembolischen oder lakunaren
Infarkten. Daher kann nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden, dal} der
beobachtete Unterschied aufgrund verschiedener Prognosen von
Makroangiopathien verglichen mit anderen Schlaganfallatiologien, z.B.
kardialen Embolien zustande kommt.

Eine andere Erklarung fir die beobachteten Ergebnisse kénnte sein, dal
Patienten nach einer TIA-Episode etwas haufiger mit Acetylsalicylsaure
(neuroprotektive Wirkung) behandelt wurden als Patienten aus der anderen
Gruppe. Es konnte allerdings kein signifikanter Unterschied bezlglich der
Einnahme von ASS in den beiden Gruppen festgestellt werden. Auch in der
Behandlung von Risikofaktoren (v.a. Antihypertensiva) zeigten sich keine
Unterschiede, die ein besseres Outcome erklaren kénnten.

Trotz der oben angefuhrten Unsicherheitsfaktoren muf3 in Erwagung
gezogen werden, dall die protektive Funktion einer TIA durch den
pathophysiologischen  Mechanismus der Hypoxietoleranz  (ischemic
preconditioning) zustande kommt. Obwohl dieser Mechanismus 1986 am
Herz'® und 1991 am Gehirn* entdeckt wurde, hat man diesem Phanomen
bisher in der Kklinischen Schlaganfallforschung wenig Aufmerksamkeit
gewidmet.

Interessanterweise berichteten Yamamoto et al. '* bei einer Gruppe von
Patienten mit einer TIA vor dem Schlaganfall geringere neurologische Folgen
und einen verbesserten Outcome.

Ein Vergleich unserer Studie mit der Literatur ist schwer mdglich, da die
vorliegende Fragestellung bislang nur in einer, ebenfalls retrospektiven
Studie bearbeitet wurde: Moncayo et al. konnten kirzlich zeigen, dafl

Patienten mit einer TIA vor einem Schlaganfall, seltener einen kompletten
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Mediainfarkt, haufiger eine komplette Rickbildung der Lahmung sowie ein
geringeres neurologisches Defizit (incl. Bewultseinsstérung) und seltener
dauerhaft Behinderungen aufwiesen, insbesondere wenn eine TIA 10 bis 20
Minuten dauerte. Der Effekt war am gréssten, wenn die Patienten zwischen
einer und drei TIAs hatten, der Infarkt kortikal war und wenn die TIA
innerhalb von einer Woche vor dem Schlaganfall aufgetreten war 226,
Diese retrospektive Arbeit basierte auf einer grofen und gut etablierten
Schlaganfalldatenbank und hat den Vorteil, dass ausser einer weitaus
grosseren Stichprobe, Lokalisation; Anzahl und Dauer der TlIAs festgehalten
worden war. Die Diagnose einer TIA selbst wurde jedoch nicht stringent
Uberpruft.

Zusammenfassend soll nicht behauptet werden, dal} eine TIA einem
Schlaganfall vorbeugt, aber falls ein Infarkt im selben vaskularen
Versorgungsgebiet innerhalb eines bestimmten Zeitfensters nach der TIA
auftritt, kann der Schlaganfall und die persistierende Behinderung geringer

ausgepragt sein.

5.4 Studie mit neuroradiologischen Endpunkten

Zusammengefasst stellte sich in dieser Studie dar, dass Patienten mit einer
prodromalen TIA vor einem hemisphariellem ischamischen Hirninfarkt
seltener Infarktfrihzeichen zeigten. Diese Patienten entwickelten im Verlauf
auch seltener einen Mediaterritorialinfarkt und hatten ein geringeres
Infarktvolumen, jedoch war der Unterschied nur schwach signifikant und
stellte sich in der multivariaten Analyse nicht als unabhangiger Faktor dar.
Andere moégliche Stérfaktoren, wie Alter, Geschlecht oder die Zeit zwischen
Beginn der klinischen Symptome und CT unterschieden sich nicht zwischen
den Gruppen. Obwohl das Auftreten von friihen Infarktzeichen im CT (wie
Verlust des Kortex-Marklagerkontrastes oder Hypodensitat) sicher eine
Funktion der Zeit und des betroffenen Hirnareals sind®'’, kénnen, wie unsere
Daten zeigen, durchaus auch andere Faktoren, wie eine vorangegangene

TIA, moglicherweise das zeitliche und raumliche Muster der
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Infarktdemarkation beeinflussen. In der vorangegangenen Studie zeigte sich,
dass eine vorangegangene TIA das motorische Defizit beeinflusste. In der
zweiten Studie, welche nur hemispharielle Infarkte untersuchte und die auch
die Infarktatiologie (nach TOAST-Kriterien) beriicksichtigte, bestatigten sich
diese Daten. Hypoxietoleranz kénnte einer Erklarung fir die beobachteten
Daten sein.

Parallel zu klinischen Parametern wurden in der zweiten Studie auch
unterschiedliche Zeitfenster untersucht: das CT unmittelbar nach
Aufnahme/Beginn der klinischen Symptomatik und die CT/MRT Bildgebung
nach einigen Tagen. Hierbei wurde versucht, das initiale neurologische
Defizit mit der initialen Bildgebung und den outcome mit der
Verlaufsbildgebung zu vergleichen. Hierbei stellten sich folgende Probleme:
In der initialen Bildgebung, Ublicherweise zum Ausschluss einer primaren
intrazerebralen Blutung, wurde in den meisten Fallen ein CT durchgefihrt,
welches jedoch beim ischamischen Schlaganfall in den ersten Stunden noch
keine Infarktdemarkierung zeigt. Es gibt jedoch einige, gut validierte und
zuverlassige "frihe" Infarktzeichen, die auf die Perfusionsstérung und das
anzunehmende Infarktareal hindeuten und die sensitive Marker eines sich

218219. Kontrastverlust zwischen Mark-

entwickelnden Infarktes darstellen
Rinde; Verlust der Inselrindenzeichnung und Verlust der hyperdensen
Basalgangliendemarkierung; v.a. gegeniber der Capsula interna. Da keine
systematische Bildgebung im Verlauf erfolgt war, entschlossen wir uns, die
Schwere und Ausmass des sich entwickelnden Infarktes anhand der
Infarktfrihzeichen, als Surrogatparameter abzuschatzen.

Diese Infarktzeichen, die im wesentlichen an Grenzen zwischen grauer und
weisser Substanz zu beobachten sind, kommen zustande, da die Netto-
Wasseraufnahme von ischamischem Hirngewebe die Abschwachung des
Roéntgenstrahles beeinflusst. 2-3 HU’s (Hounsfield units) entsprechen dabei
etwa einem 1%igem Anstieg des Wassergehaltes; Experimentell konnte
gezeigt werden, dass der durch das zunehmende Odem nach Ischémie
verursachte Wasseranstieg etwa 1.5 HU’s / h betragt?°. Im CT kann eine
Lasion etwa ab einem Kontrast von 5 HU unterschieden werden, so dass

theoretisch sich eine ischamische Lasion im CT etwa nach 3-4 Stunden
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abgrenzt. Dies kann jedoch durch einen lokalen Anstieg im CBF (z.B. bei
einer posthypoxischen Hyperperfusion) verschleiert werden. Klinische
Erfahrungen zeigen, dass eine Hypodensitat sich in den meisten Fallen im
CT sich erst etwa nach 6 Stunden sicher beurteilbar abgrenzt. Unsere
Ergebnisse legen nahe, dass eine vorangegangene TIA, Uber unklare
Mechanismen, mdglicherweise das Zeitfenster, in dem Frihzeichen
auftauchen, verzdgern kann. Der Zeitpunkt, wann das CT durchgefihrt
wurde, war hierbei in den Gruppen nicht signifikant unterschiedlich und kann
somit keine Erklarung flir die beobachteten Unterschiede bieten.

In beiden Studien fiel auf, dass die Unterschied zwischen den Gruppen mit
und ohne prodomale TIA am gréssten waren, umso kirzer der Infarkt
zurticklag. Ein Grund dafir kénnte sein, dass Hypoxietoleranz vorwiegend in
der Frihphase nach dem Infarkt eine Rolle spielt, bzw. dass im weiteren
Verlauf eher andere Faktoren wie Rekanalisation, Kollateralversorgung oder
Alter und kardiovaskulare Komorbiditat starker ins Gewicht fallen.

Es erscheint auch mdéglich, dass Hypoxietoleranz den finalen Schaden
lediglich prolongiert und nicht verhindert, wie dies bereits am Herzen
vermutet wurde #".

TIAs bleiben desto trotz ernstzunehmende Warnsymptome einer
kardiovaskularen Erkrankung und gehen oftmals Schlaganfallen oder
Herzinfarkten voraus '®. Obwohl wir in unseren Studien versuchten das
experimentelle Design nachzubilden, bleibt die grundsatzliche Frage einer
Ubertragbarkeit bestehen. Dariiber hinaus beinhaltet, wie bereits oben
erwahnt, unser retrospektives Studiendesign mehrere Nachteile. In den
neuroradiologischen Endpunkten sollten jedoch noch weitere methodische
Probleme erwahnt werden:

1. In dieser Studie wurden nur hemispharielle Infarkte eingeschlossen und,
im Gegensatz zur ersten Studie, auch nach TOAST-Kriterien gematcht.
Dieses Design und die relative Seltenheit (ca. 7-20%) fir eine TIA in der
gleichen Hemisphare fiihrte dazu, dass eine grosse Anzahl von Patienten mit
hemisphariellen Infarkten ohne vorangegangene TIA ausgeschlossen
wurden, was einen relativen Datenverlust um den Preis einer Annaherung

zwischen Fallen und Kontrollen bedeutet.
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2. Infarktfrihzeichen im CT sind vermutlich ein sensitiver Indikator fur eine
Perfusionsstérung. Diese Infarktzeichen sind jedoch oftmals subtil, von der
Qualitat des CTs stark abhangig und erfordern Erfahrung. Ob Infarktzeichen
auch ein geeigneter Surrogatparameter fiir die anzunehmende finale
Infarktgrésse sind, ist unklar. Vermutlich stellt das funktionelle MRT mit
Diffusions-, Perfusions- und T2-Wichtung einen genaueren Parameter zur
Abschatzung des finalen Infarktvolumens dar. Das Infarktvolumen im CT

222 Eine

korreliert nicht sonderlich gut mit dem klinischen Outcome
prospektive Studie mit zu ahnlichen Zeiten durchgefihrten MRT ist
gegenwartig in Arbeit.

Unsere beiden, obengenannten Studien und eine kirzlich veréffentlichte
Studie #'° sind derzeit die einzigen Untersuchungen, die sich den Phianomen
Hypoxietoleranz von klinischer Seite genahert haben, mit positivem Ergebnis.
Dartber hinaus gibt es jedoch anekdotisch weitere Hinweise flr
Hypoxietoleranz im menschlichen Gehirn:

Etwa 7-40 % aller Schlaganfille geht eine TIA voraus’”?” und 2/3 dieser
Schlaganfalle sind nur sogenannte ,minor strokes® also Hirninfarkte ohne
bleibendes relevantes Defizif®, Hinweise fir Hypoxietoleranz lassen sich
daraus jedoch nicht ableiten.

Schwache Hinweise flr Hypoxietoleranz gibt es aus Untersuchungen, die
sich mit Erkrankungen befassen, die unvermeidlich mit relativen zerebralen
Ischamien vergesellschaftet sind. Gross et al. °* konnten zeigen, dafR
Volumenexpansion mit Hydroxyathylstarke vor einer Karotisendarterektomie
bei Carotisstenosen die Ischamie-,Toleranz® gegeniber intraoperativer
Abklemmung der A. carotis interna erhdht, vermuten ursachlich aber eher
Veranderungen des zerebralen Blutflusses. In einer kleinen, retrospektiven
Studie bei Aneurysmaoperationen wurde interessanterweise festgestellt,
dass Patienten mit multiplen Aneurysmen, bei denen mehrere kurze
Okklusionen meist der A. cerebri media durchgefiihrt wurden, ein geringeres
Risiko fur einen perioperativen Hirninfarkt hatten ??*. Hentschel et al. %%
konnten in einer prospektiven MRT-Arbeit zeigen, dal® Patienten mit

obstruktiver Schlafapnoe, welche repetitive Phasen von globaler Hypoxie
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erleiden, im Gegensatz dazu keine vaskularen Lasionen im MRT haben und
diskutieren die Entwicklung einer Hypoxietoleranz.

In der Arbeit von Musumeci %

wurden nach intermittierendem clamping
wahrend eines aorto-coronaren Bypass im Vergleich zu einer einzigen,
langeren Ischamiezeit nicht haufiger neurologische oder
neuropsychologische Defizite beobachtet, obwohl in der prakonditionierten

Gruppe die gesamte Hypoxiezeit langer war.
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5.5 Ausblick
1. Parallelen zu LTP (Langzeitpotenzierung) und Plastizitat

Hypoxietoleranz ist eine Form von Adaptation, die es Zellen ermdglicht,
einen ansonsten letalen oder zumindest stark schadigenden Stimulus zu
Uberstehen. LTP bzw. LTD bezeichnet eine Erhéhung bzw. Erniedrigung der
ePSPs bei Erhéhung bzw. Erniedrigung der prasynaptischen
Stimulationsfrequenz. LTP bzw. LTD (long-term Depression) ist auch als
Adaptation aufzufassen und gilt als experimentelles Modell fir Lernen,
Gedachtnis und neuronale Plastizitat. LTP wird in 3 Phasen eingeteilt,
welche in vielen Schritten der Hypoxietoleranz ahneln: eine Glutamat
(NMDA, AMPA und mGlut-Rezeptor) abhangige Induktionsphase; eine NO
und kinase-abhangige Transduktionsphase und eine von de-novo
Proteinsynthese abhangige Erhaltungsphase. Die Ahnlichkeit der initialen
Phasen mit ischamischen oder exzitotoxischen Stimuli wurde als das
"Plastizitits-Pathologie Kontinuum" bezeichnet ?®. LTP kann auch durch
Hypoxie induziert werden und wird dann als anoxische LTP bezeichnet®*’.
Méglicherweise stellen sowohl Hypoxietoleranz als auch LTP verschiedene
Formen neuronaler Modifikation oder Plastizitdt auf pathologische oder
physiologische Stimuli dar, fir welche die Zelle initial ahnliche Mechanismen

in der Signaltransduktion einsetzt.
2. Parallelen zur ontogenetischen Entwicklung

Die zellularen und molekularen Veranderungen nach Ischamie ahneln in
mancher Weise auch der ontogenetischen Entwicklung des Gehirnes.
Beispielsweise werden in der Entwicklung und auch nach einer Hypoxie
Differenzierungsfaktoren; Wachstumsfaktoren; Zellzyklusproteine oder
Strukturproteine exprimiert. Die klinische Regeneration nach einem
Schlaganfall mit einer Erholung der Grobmotorik gefolgt von der Feinmotorik
dhnelt der motorischen Entwicklung (,Recovery recapitulates ontogeny*?%).

Apoptose tritt nach Ischamie auf und spielt auch in der Entwicklung eine
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wichtige Rolle. Da in der Entwicklung bis in die postnatale Phase hinein auch
konstitutionell eine hohe Hypoxietoleranz beobachtet werden kann, ist es
denkbar, dass nach einer kurzdauernden Hypoxie die keinen Schaden
verursacht, aber zu Hypoxietoleranz fihrt, wie nach einer langerdauernden
Ischamie, das Gehirn auf genetische Programme zuriickgreift, welche auch
in der Embryonalentwicklung, Differenzierung, Proliferation und Apoptose

steuern.

3. Neues Konzept der Neurotoxizitat/Neuroprotektion.

Die Mechanismen, die nach einem Stressstimulus auf Neuronen einwirken
und einerseits z.B. Toleranz, andererseits Zelltod induzieren kdnnen,
unterscheiden sich in lhren initialen Schritten nicht wesentlich: Aktivierung
von NMDA-Rezeptoren; Calciumeinstrom und Aktivierung von freien
Radikalen wie NO oder Superoxydradikalen. Ahnliche Stimuli kénnen, unter
verschiedenen Umstanden unterschiedliche Reaktionen der Zelle
hervorrufen: Wachstumsfaktoren férdern normalerweise Neuroprotektion,
kénnen aber unter manchen Umstanden auch paradoxerweise den Schaden

vergrossern®?%2%0,

Azidose; V.a. in Form von Lactatazidose, gilt
tiblicherweise als Folge einer Hypoxie, die den Schaden vergrosseft!, kann
jedoch, vermutlich Uber eine Modifikation des NMDA Rezeptors auch den
Schaden reduzieren #22*  3-NPA ist ein irreversibler Inhibitor der
Succinatdehydrogenase (Komplex Il der Atmungskette) und erzeugt bei
Tieren und Menschen einen striatalen Zelltod und dient als Modell fur die
Chorea Huntington. In niedrigen Dosen gegeben, zeigt 3-NPA

paradoxerweise einen protektiven Effekt sowohl in Zellkulturen '; im

t % als auch in vivo ®2. Als Reaktion auf physiologische und auch

Hirnschnit
pathophysiologische Stressoren aktivieren Neuronen innerhalb von Minuten
immediate early genes (IEGs) die auf Neuronen sowohl protektive als auch
apoptose-férdernde Effekte haben (Review in Akins®*®).

Im Kontext zur Hypoxietoleranz erscheint dabei folgendes Szenario méglich:

Eine letale Noxe, definiert entweder Gber ihre biochemischen Eigenschaften,
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Dosis oder Dauer, fihrt zu einer Nekrose, unabhangig davon, ob potentiell
protektive Strategien noch initialisiert werden. Eine subletale Noxe induziert
einen Zellschaden, der weniger nekrotisch sein wird (z.B. DNA, Protein- und
Lipidschaden) und eine Reaktion der Zelle, i.d. Regel Aktivierung von IEGs,
Transkriptionsfaktoren und Proteinkinasen. Die Zelle, nicht letal geschadigt,
analysiert den Schaden und die zur Reparatur zur Verfigung stehenden
Mechanismen: v.a. de-novo Proteinexpression, Antioxidantien;
Proteasomaktivitat; ATP-Verfigbarkeit. Ist eine "Reparatur" nicht mdglich,
wird der "Checkpoint" zur Apoptose, dem programmierten Zelltod
freigegeben oder Uberschritten. Hierbei bendtigt die Zelle ein breites
spezifisches Repertoire, spezifische Proteasen, v.a. Caspasen und
Nukleasen. Ist eine Reparatur méglich oder der Apoptose-"Checkpoint" nicht

erreicht, wird fir einen bestimmten Zeitraum der programmierte Zellschutz

aktiviert. Sollte in dem Zeitraum, im dem das nun aktivierte genetische
Programm aktiv ist, erneut ein schadigender Stimulus auftreten, so imponiert
aufgrund der aktivierten Reparaturmechanismen eine Resistenz der Zelle,

z.B. Hypoxietoleranz zu diesem Zeitpunkt.

4. Klinischer Ausblick

Unsere klinischen Studien stellen einen ersten Ansatz zur Untersuchung der
Hypoxietoleranz am menschlichen Gehirn dar und konnten mittlerweile in
unabhangigen Untersuchungen bestatigt werden. Ischamietoleranz ist eine
mogliche Erklarung fur die klinische Beobachtung, dass ein Infarkt, dem eine
TIA vorausging, zu einem geringeren Defizit fihrt. Eine Bestatigung dieser
Daten durch prospektive Studien steht jedoch aus. Eine praktische
Anwendung, auf der Basis des gegenwartigen Kenntnisstandes ist derzeit
jedoch weder in der Kardiologie noch in der Akutbehandlung des
ischamischen Schlaganfalles realisierbar. Bei genauerer Kenntnis der
zeitlichen und raumlichen Ausdehnung der Toleranz-,Fenster” ware jedoch
zuklnftig eine gezielte, mdglicherweise pharmakologisch-chemische
Toleranzinduktion vor Eingriffen mit hohem Hypoxie- oder Ischamierisiko, wie
vor Herz- und Aortenoperationen oder Karotisendarterektomien bei

Hochrisikopatienten eine mdgliche Anwendung. Charakterisierung der
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molekularen Mechanismen und |dentifikation ,protektiver” und ,destruktiver®
Gene kdénnte zudem auch pharmakologisch sinnvolle Ansatze zur

prophylaktischen und Akut-Therapie der zerebralen Ischamie eréffnen.
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6 Anhang

6.1 Abklirzungen

A.

Aa.
ACA
AMPA

AP-1
ASS
ATP
3-NPA
BDNF
BSS
CA1
CBF
cDNA

c-fos

CNS
CMR
CPP
CREB
CT
EEG
EPSP

erk

GDNF
gluc
HIF-1
hsc73
HSP
IL-1

KATP
LTP
NF-kB
MCA
MRT
NMDA
PBS
SAGE
SAPAP
SD

Arteria (lat. Arterie)
Arteriae (lat. Arterien)
anterior cerebral artery
amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazolepropionat
Aktivatorprotein 1
Acetylsalicylsdure
Adenosintriphosphat
3-Nitropriopionat
Brain-derived neurotrophic factor
balanced salt solution
Hippocampusformation1
cerebral blood flow (cerebraler Blutfluf3)
copy DNA

cellular Finkel-Osteogenic sarcoma

onkogen

Canadian Neurological Scale
cerebral metabolic rate
cerebral perfusion pressure
Transkriptionsfaktor
Computertomographie
Elektroencephalogramm
exzitatorische postsynaptische
Potenziale

Extracellular signal-regulated protein
kinase

glia derived neurotrophic factor
Glukose
Hypoxie-induzierbarer Faktor 1
heat-shock cognate 73

Heat Shock Protein

Interleukin-1
ATP-abhangige Kaliumkanale

long-term Potentiation

Nuclear factor kB

middle cerebral artery
Magnetresonanztomographie
N-methyl-d-aspartat

phosphate buffered saline

serial analysis of gene expression
SAP90/PSD-95-associated protein

spreading depression

SDH

SOD
TIA
TIMP

Succinatdehydrogenase

Superoxiddismutase
transitorische ischamische Attacke

tissue inhibitor of metalloproteinase

TNF-a. Tumornekrosefaktor o
TOAST trial of Org 10172 in acute stroke

t-PA

tissue plasminogen activator

zif/268 Zinc finger 268 Transcription factor
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6.5 Frageb6gen, Scores, und Definitionen

TIA-Fragebogen modifiziert nach Koudstaal '*°

1. Wie wirden sie ihren allgemeinen Gesundheitszustand VOr dem Schlaganfall

beschreiben:

,V0llig beschwerdefrei und selbststandig®

»Ich hatte zwar geringe Beschwerden, war aber véllig selbststandig*

,Ich war manchmal auf fremde Hilfe angewiesen, konnte mich aber selbst versorgen®.
»Ich war haufig auf fremde Hilfe angewiesen, konnte aber selbst laufen®.

»Ich konnte nicht selbst laufen oder war permanent auf fremde Hilfe angewiesen®.

I I B A

N

Hatten sie vor 1997 schon einmal einen Schlaganfall ?
[1 nein
[0 wenn ja, wann und in welchem Krankenhaus wurden sie behandelt ?

3.Haben sie vor dem Schlaganfall blutverdiinnende Mittel eingenommen ?
[1 nein
R = T U T .- | SRR

4. Haben sie vor dem Schlaganfall eines der folgenden Mittel eingenommen:
Marcumar; Falithrom, Aspirin, ASS, HerzASS, Acesal, Miniasal, Acetylsalicylsaure.
[0 nein
I F= TR U g T Bz | OSSR

R0,G5
R1,G5
R2 G4
R3 G4
R4, G 3

Die folgenden Fragen beziehen sich auf die ,Warnsymptome* oder einen ,kleinen Schlaganfall®:

5. Hatten sie vor dem Schlaganfall Sehstérungen?
[1 nein
[J wenn ja, welcher Art:

verschleiert, neblig
blind, grau oder schwarz
verzerrt oder fimmernd
doppelt

auf einem Auge

auf beiden Augen

in der linken oder
rechten Gesichtshalfte
im oberen oder

unteren Gesichtsfeld

in der Mitte

am Rand

anders (bitte beschreiben)

I A

6. Hatten sie vor dem Schlaganfall eine voribergehende Lahmung am Arm oder Bein?

[ nein

[ wenn ja, welcher Art: [ schlaff, konnte iberhaupt nicht bewegt werden
[J ungeschickte Hand oder Bein hinterhergezogen
[ leichte Schwache oder Gegenstande fallen gelassen
[ Schwere oder Mudigkeitsgeftihl

J'R: Rankin Score; G: Glasgow outcome score

weih -99 -



6 Anhang 6.5 Fragebdégen, Scores, und Definitionen

[ kein Geflhl fur Bewegung

7. Haben sie (oder eine andere Person) vor dem Schlaganfall einmal einen
herabhangenden Mundwinkel oder ein ,schiefes Gesicht bemerkt“ ? [1nein [ ja.

8. Hatten sie vor dem Schlaganfall einmal  Taubheitsgefihle oder
Sensibilitatsstérungen an Armen, Beinen oder im Gesicht ?
[ nein
[ wenn ja, wie: ] taubes Gefihl
[0 ,wie Nadelstiche*
[0 ,als wirde der Arm / das Bein / das Gesicht nicht zu mir gehéren®
00 ,Geflihl als ware der Arm / das Bein / das Gesicht wie steif*

9. Haben sich die LAhmung, die Taubheitsgefiihle oder Sensibilitatsstérungen vom Arm
zum Bein (oder umgekehrt) ausgebreitet ? Jnein [ ja.

10. Hatten Sie vor dem Schlaganfall einmal Sprachstdérungen ?

[l nein

[ wenn ja, wie: ] ,ich habe nicht die richtigen Worte gefunden®.
(1 ,ich habe nichts mehr verstanden®.
[0 ,ich habe die Worte gewul3t, konnte mich aber nicht

verstandlich machen®.

[ ,ich habe geredet wie ein Betrunkener*.
0 ,keiner hat verstanden, was ich sagen wollte®.
[ anders (bitte beschreiben)

11. Hatten Sie vor dem Schlaganfall einmal Probleme beim Lesen ?
[l nein
Jwenn ja, wie:  [] ,ich konnte lesen, habe aber nichts verstanden”
[ ,ich konnte Uiberhaupt nicht mehr lesen®.
(1 ,ich konnte einen Teil des Textes nicht lesen®.
[1 ,ich konnte die nachste Zeile nicht finden®.
00 anders (bitte beschreiben):
12. Hatten Sie vor dem Schlaganfall einmal Probleme beim Schreiben ?
[ nein
[Jwenn ja, wie: ] ,meine Handschrift war plétzlich unleserlich®.
[1 ,ich habe die falschen Worter aufgeschrieben oder Wérter
verwechselt®.
[1 anders (bitte beschreiben):
13. Hatten Sie vor dem Schlaganfall éfter Schwindel ?
[l nein
O wenn ja, wie: ] ,wie wirr im Kopf*.
0 ,Schweregefihl im Kopf“.
[ ,es zog mich immer auf eine Seite".
[l ,wie im Karussell oder als ob der Raum sich dreht".
[ anders (bitte beschreiben):

14. Hatten Sie vor dem Schlaganfall einmal Schluckprobleme ?
[ nein
[Jwenn ja, wie:

.konnte Speisen oder Getranke nicht schlucken®.
»ich hatte dauernd einen Klof3 im Hals".
anders (bitte beschreiben):

15. Waren Sie vor dem Schlaganfall einmal verwirrt ?
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16.

17.

18.

19.

20.

21.

[ nein
[Jwenn ja, wie: [ ,ich habe meine Umgebung nicht erkannt®.
[ ,ich konnte mich plétzlich nicht mehr ankleiden®.
[ ,ich habe mich plétzlich an kurz zurtickliegende Ereignisse
Uberhaupt nicht mehr erinnern kénnen®.
00 anders (bitte beschreiben:

Hatten Sie vor dem Schlaganfall einmal :
nein ja, wo, wann und wie lange:

Kopfschmerzen oder Schmerzen im Auge ? [ I

Ubelkeit oder Erbrechen ? 0 O oeeeeeee e eeeeeee e
eine BewuRtlosigkeit oder Ohnmacht ? 0 I
ein Zucken der Armen und Beine ? N I
Kribbeln beider Hande und des Mundes ? [ I

Haben Sie Migrane, Diabetes, Epilepsie oder andere Herz-Kreislauferkrankungen ?
[ nein [Jwenn ja, welche:

In welchem Zeitraum haben sich die obengenannten Beschwerden (aus Fragen 5-15)
entwickelt ?

[Jinnerhalb einer Sekunde

[] innerhalb mehrerer Sekunden
[] innerhalb von Minuten

[J innerhalb von Stunden

[0 innerhalb von Tagen

[] innerhalb einer Sekunde

Wenn sie mehrere Beschwerden oder Symptome hatten:
Wie oft hatten sie diese Beschwerden nur einmal
0 mehr als einmal ( Anzahl ................... )

Haben sich die Beschwerden [ alle gleichzeitig entwickelt
00 oder nacheinander entwickelt ?
Reihenfolge:

Was haben sie unmittelbar vor Beginn der Symptome gemacht ?

In welchem Zeitraum haben sich die obengenannten Beschwerden

(aus Fragen 5-15) zurlickgebildet ?

0 innerhalb einer Sekunde

0 innerhalb mehrerer Sekunden

[J innerhalb von Minuten

0 innerhalb von Stunden

0 innerhalb eines Tages (max. 24 h).

[J langer als ein Tag oder nicht mehr zurtickgebildet
(Bitte diese Symptome beschreiben)

die folgenden Fragen beziehen sich nun auf die Zeit nach dem Schlaganfall

22. Wie wiirden sie ihren allgemeinen Gesundheitszustand nach dem Schlaganfall
beschreiben:

O

U
U
0

»Ich bin vollig beschwerdefrei und selbststandig*

,Ich habe zwar geringe Beschwerden, bin aber sonst véllig selbststandig*

»Ich bin manchmal auf fremde Hilfe angewiesen, kann mich aber selbst versorgen.®
»Ich bin jetzt haufig auf fremde Hilfe angewiesen, kann aber selbst laufen.*

R0OGS5
R1G5
R2G4
R3G4
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- lch kann nicht mehr selbst laufen oder bin permanent auf fremde Hilfe angewiesen.* R4 G 3
O (dauernd bettlagerig, im Koma oder keine Kontaktaufnahme, keine Reaktion R5G?2
' (verstorben ) G1

23 Sind Sie nach dem Schlaganfall noch einmal ins Krankenhaus eingeliefert worden ?
[nein
[J wenn ja, wann, warum: erneuter Schlaganfall

Herzinfarkt
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TOAST-Kriterien (mit leichten Modifikationen) '*°

1. Makroangiopathie: ipsilaterale Karotisstenose > 50 % oder ein Verschluf}
aufgrund von Arteriosklerose (Duplex, konventionelle oder MR-Angiographie)

ohne Hinweise auf einen kardioembolischen Infarkt.

2. Mikroangiopathie: Zeichen einer lakunaren Lasion in der CT-Aufnahme
oder ein klassisches lakunares Syndrom bei Ausschlul3 einer

Makroangiopathie und einer kardialen Emboliequelle.
3. Kardioembolischer Infarkt: Vorhofflimmern, Vorhofthrombus,
vorausgegangener Myokardinfarkt, dilatative Kardiomyopathie, kiinstliche

Herzklappen, persistierendes Foramen ovale, Vorhofseptumaneurysma.

4. Andere oder konkurrierende Ursachen: fibromuskuldre Dysplasie,

Dissekat, migrandse Hirninfarkte, ungeklarte oder verschiedene Ursachen.
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Definitionen kardiovaskularer Risikofaktoren

-Hypertonus:
Blutdruckwerte bei Aufnahme oder wahrend des Aufenthaltes
hoéher als 170 systolisch / 85 diastolisch mm Hg oder ein

vorbestehender behandelter Bluthochdruck.

- periphere arterielle VerschluRkrankheit (pAVK):
Claudicatio intermittens, ischamischer Ruheschmerz, relevante
Stenose bei Angiographie oder vorausgegangene Bypass-

Operation.

- Diabetes mellitus (DM):
Blutzuckerwerte im Nichternzustand tdber 140 mg/dl (8 mmol/l),
zufallige Blutglucosewerte Uber 200 mg/dl (11 mmol/l) oder ein

behandelter Diabetes mellitus.

- Koronare Herzkrankheit (KHK):
Angina pectoris, vorhergegangener Myokardinfarkt, relevante
Stenose bei Koronarangiographie, zurtickliegender PTCA oder

Bypass-Operation.

-Cholesterinerhéhung (Chol):
Nuchternwerte  Uber 220mg/dl,  Triglyceriderhhung oder

Einnahme von lipidsenkenden Medikamenten.

-Vorhofflimmern (VHF):
keine p-Welle im EKG bei Aufnahme, intermittierendes
Vorhoffimmern im Langzeit-EKG oder bereits diagnostiziertes

Vorhofflimmern.
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Canadian Neurological Scale (CNS) '

1) Bewultseinsgrad:
wach:
schlafrig/somnolent:

2) Orientierung:
orientiert:
desorientiert / nicht erhebbar:

3) Sprache:
normal:
expressives Defizit:
rezeptives Defizit:

3.0 Punkte
1.5 Punkte

1 Punkt
0 Punkte

1 Punkt
0.5 Punkte
0 Punkte

Il. Motorische Funktion: Schwache (ohne Verstandnisprobleme)

4) Gesicht
ohne motorische Ausfalle:
Schwaéche:

5) Arm, proximal
volle Kraft:
leichte Schwache:
deutliche Kraftminderung:
Plegie:

6) Arm, distal
volle Kraft:
leichte Schwéache:
deutliche Kraftminderung:
Plegie:

7) Bein, proximal
volle Kraft:
leichte Schwache:
deutliche Kraftminderung:
Plegie:

8) Bein, distal
volle Kraft:
leichte Schwéache:
deutliche Kraftminderung:
Plegie:

0.5 Punkte
0 Punkte

1.5 Punkte
1 Punkt
0.5 Punkte
0 Punkte

1.5 Punkte
1 Punkt
0.5 Punkte
0 Punkte

1.5 Punkte
1 Punkt
0.5 Punkte
0 Punkte

1.5 Punkte
1 Punkt
0.5 Punkte
0 Punkte

lll. Sensibilitat (bei Verstandigungsproblem zu priifen)

9) Gesicht
symmetrisch
asymmetrisch

10) Arm
symmetrisch
asymmetrisch

11) Bein
symmetrisch
asymmetrisch

0.5 Punkte
0 Punkte

0.5 Punkte
0 Punkte

0.5 Punkte
0 Punkte

Bei der CNS koénnen maximal 11.5 Punkte erreicht werden, je niedriger die Punktzahl
ausfallt desto schwerer ist der Grad der Behinderung.
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Rankin Scale 3¢

0 Punkte  keinerlei Symptome

1 Punkt geringe Beschwerden, aber véllig selbstandig

2 Punkte  ab und zu auf fremde Hilfe angewiesen, aber in der Lage, sich
allein zu versorgen

3 Punkte  zwar haufig auf fremde Hilfe angewiesen, aber in der Lage alleine
zu laufen

4 Punkte  nicht in der Lage zu laufen und permanent auf fremde Hilfe
angewiesen

5 Punkte  bettlagerig, nicht kontaktfahig

In diesem Fall sind 0-5 Punkte méglich, umso niedriger die Punktzahl, desto geringer sind
die Beschwerden.

Glasgow Outcome Scale %%

1 Punkt Patient verstorben

2 Punkte  persistierender vegetativer Status (kein Befolgen von Kommandos, kein

verbaler Kontakt mdéglich, keine adaquaten Reaktionen, eventuell Schlaf-Wach-Rhythmus,

spontanes Augendffnen und in der Lage sein, sich bewegenden Objekten zu folgen, kann

Essen schlucken).

3 Punkte  schwer behindert (zur Bewaltigung des taglichen Lebens auf standige Hilfe
angewiesen)

4 Punkte = mafig behindert

5 Punkte  keine/minimale Behinderung

1 bis 5 Punkte sind zu erreichen, je héher die Punktzahl, desto besser der Zustand.
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6.6 Schema und ein Beispiel fur Infarktfriihzeichen

Claustrum

Putamen

Inselrinde
Pallidum

Thalamus

1: Verlust der relativen Hyperdensitat im Putamen; 2: Verlust des ,Inselrindenbandes®; 3: Verlust der relativen Hyperdensitat des

Cortex vs. Marklager. Auf der folgenden Seite sind die CT-Bilder nochmals vergréssert abgebildet.
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