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Zusammenfassung

Der Schlaganfall stellt in Deutschland die zweithaufigste Todesursache dar und zahlt
zu den Hauptursachen bleibender kérperlicher Behinderung.! Ublicherweise flhrt ein
Gefalverschluss, der als Folge einer Embolie oder hochgradigen Stenose eines
hirnversorgenden GefalRes entsteht, zum Schlaganfall. In Deutschland liegt die
Atiologie bei knapp 15% der Schlaganfélle in einer solchen Verengung.?2 Auch in den
kommenden Jahren ist ein weiterer Anstieg der Inzidenz von Schlaganfallen zu
erwarten.>* Zu den MaRnahmen der Schlaganfallpravention zahlt daher die
Friherkennung einer solchen GefalRverengung durch Ultraschall- oder
Computertomographie (CT)-basierte Diagnostik und Abklarung von Stenosen der
hirnversorgenden Gefalle.>¢ Aktuelle Studien, wie der European Carotid Surgery Trial
2 (ECST-2) oder CREST-2, fordern, dass nicht nur allein der Stenosegrad, sondern
auch andere patientenbezogene Faktoren Einfluss auf die Indikationsstellung zur
interventionellen oder operativen Therapie nehmen. Hier ware es denkbar, dass ein
Biomarker als diagnostisches Entscheidungsmittel herangezogen wird, der als Marker
fur neuronalen Schaden dient.”® Ein etablierter Biomarker fiir die Detektion einer
GefalRverengung mit erhdhtem Schlaganfallrisiko ist derzeit nicht bekannt. Vor diesem
Hintergrund wurden in der vorliegenden Studie Patienten mit extrakranieller Stenose
der A. carotis interna (ACIl) eingeschlossen, die im Rahmen ihrer Kklinischen
Routinetermine in den Neurovaskularen- oder GefalBambulanzen des
Universitatsklinikums Dusseldorf vorstellig wurden. Bei allen Studienteilnehmern
wurden die Serumkonzentrationen der als fur neuronalen Schadens etablierten
Biomarker Neurofilament-Leichtkette (sNfL) und gliales fibrilldares saures Protein
(sGFAP) mithilfe hochsensitiver Immunoassays bestimmt.®-'2 Die Biomarkerwerte
wurden in Beziehung zum Stenosegrad sowie zu klinischen Parametern analysiert.
Dabei zeigte sich eine signifikante Assoziation zwischen sNfL und dem Ausmal} der
ACI-Stenose, wahrend fur sGFAP kein vergleichbarer Zusammenhang festgestellt
werden konnte. Erhohte sNfL-Werte traten insbesondere bei hohergradigen Stenosen
auf, auch bei fehlender klinischer Symptomatik. Dies lie3e sich durch eine chronische
zerebrale Hypoperfusion oder rezidivierende Mikroembolisation bei Patienten mit
Karotisstenose (CAS) erklaren. Die vorliegenden Ergebnisse legen nahe, dass sNfL
als Marker subklinischer neuronaler Schadigung zur verbesserten Risikostratifizierung
bei asymptomatischer ACI-Stenose beitragen konnte und damit eine zusatzliche
Unterstutzung fur die individuelle Therapieentscheidung zwischen konservativen und

interventionellen Strategien bieten kann.

\Y



Summary

Stroke represents the second leading cause of death in Germany and is one of the
main causes of permanent physical disability." Typically, stroke is caused by vascular
occlusion resulting from embolism or high-grade stenosis of a cerebral supplying
vessel. In Germany, the aetiology of approximately 15% of all strokes is attributable to
such vascular narrowing.? In the coming years, the incidence of stroke is expected to
continue to increase.>* Measures for stroke prevention therefore include the early
detection of such vascular stenoses using ultrasound- or computed tomography (CT)-
based diagnostic procedures and the evaluation of stenoses of cerebral vessels.®
Recent studies, such as the European Carotid Surgery Trial 2 (ECST-2) and the
CREST-2 trial, indicate that therapeutic decision-making regarding interventional or
surgical treatment should not be based solely on the degree of stenosis, but should
also incorporate additional patient-specific factors.”® In this context, a biomarker
reflecting neuronal injury could potentially serve as a diagnostic aid in therapeutic
decision-making, particularly as no established biomarker is currently available for the
detection of vascular stenosis associated with an increased risk of stroke. Against this
background, the present study included patients with extracranial stenosis of the
internal carotid artery (ICA) who were evaluated during routine clinical visits at
neurovascular units or vascular outpatient clinics of the University Hospital Dusseldorf.
In all study participants, serum concentrations of the established biomarkers of
neuronal injury, neurofilament light chain (sNfL) and glial fibrillary acidic protein
(sGFAP), were measured using highly sensitive immunoassays.®'> The analysis
revealed a significant association between sNfL and the severity of ICA stenosis,
whereas no comparable association was observed for sGFAP. Elevated sNfL levels
were particularly evident in patients with higher-grade stenosis, even in the absence
of clinical symptoms. This finding may be attributable to chronic cerebral hypoperfusion
and recurrent microembolization in patients with carotid artery stenosis (CAS). Overall,
these findings suggest that sSNfL may serve as a marker of subclinical neuronal injury
and could contribute to improved risk stratification in patients with asymptomatic
internal carotid artery stenosis, thereby providing additional support for individualized

decision-making between conservative and interventional treatment strategies.
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1 Einleitung

1.1 Klinische Relevanz

Die CREST-2-Studie hat kurzlich die hohe Wirksamkeit einer intensiven
medikamentosen Behandlung bei asymptomatischer CAS aufgezeigt, wodurch die
Auswahl von Patienten, die von einer Revaskularisierung profitieren konnten,
zunehmend komplexer wird."3

Vor diesem Hintergrund untersucht die vorliegende Studie bereits etablierte Biomarker
fur neuronalen Schaden bei Patienten mit asymptomatischer CAS. Die Biomarker sNfL
und sGFAP im Serum sollen helfen, Patienten zu identifizieren, bei denen eine
Sanierung oder Optimierung der Therapie angezeigt ist.>'> Neben den priméren
klinischen Endpunkten wie dem Auftreten eines Schlaganfalls, kardiovaskularer
Risiken oder Tod sollen auch aktuell noch sekundare subklinische Endpunkte in die
Therapieentscheidung einflieRen.® So konnten sNfL oder sGFAP das Potential haben,
klinische Endpunkte wie kognitive Funktionen oder Hirnatrophie zu berucksichtigen
und hier als Surrogatparameter zu dienen, da genannte Endpunkte aktuell mittels
alleiniger morphologischer Beurteilung der Stenose nicht erfasst werden konnen.
Dies ist ein wichtiger Schritt in Richtung einer personalisierten Schlaganfallpravention
und einer verfeinerten Risikostratifizierung im viel diskutierten Bereich des CAS-
Managements.

Zukunftig konnten sNfL und sGFAP, ahnlich wie das Troponin beim Myokardinfarkt,
als Biomarker zur Therapieentscheidung bei Patienten mit asymptomatischer CAS
etabliert werden.

1.2 Die Neurofilament leichte Kette (NfL)

Ein Kandidat fur einen solchen Biomarker im Blut ist das bereits in der Diagnostik
verschiedener neurodegenerativer Erkrankungen eingesetzte Protein ,,leichte Kette
des Neurofilaments* (NfL). 121415

Bei zerebralen Schadigungen, welche oft mit neuronalen Verlusten einhergehen,
kommt es unter anderem, wie in Abbildung 1 veranschaulicht, zur Freisetzung von
Neurofilamenten.'®'” Diese sind Proteine des Zytoskeletts und bestehen aus vier
Untereinheiten, dem a-Internexin und den Neurofilament-Triplet-Proteinen (NfTPs).'®
Letztere werden als Neurofilament light chain, Neurofilament medium chain,

Neurofilament heavy chain bezeichnet.'®



Die NfTPs sind jeweils nach ihren Molekulargewichten in niedrig, mittel und hoch
unterteilt und bestimmen den Durchmesser von Axonen.'® Die Zusammensetzung und
das genaue Verhaltnis dieser Proteine sind entscheidend fur die Assemblierung und
den Transport der Intermediarfilamente.'®

Eine dieser Untereinheiten ist NfL.'® Dieses kommt in den langen myelinisierten
subkortikalen Axonen des zentralen Nervensystems (ZNS) vor und ist von Bedeutung
fur das Wachstum, sowie die Verzweigung von Axonen und dendritischen Strukturen.'®
Bei neuronaler Zellschadigung erfolgt die Freisetzung von NfL in die
Interzellularflissigkeit und anschlieBend in den Liquor und in den systemischen
Blutkreislauf.?’ Da NfL ausschlieBlich in Neuronen exprimiert wird und damit spezifisch
fur diese ist, wird es bereits fur diverse neurologische Erkrankungen als Biomarker
herangezogen.?! So lassen sich bei Alzheimer, ischamischem Schlaganfall, Multipler
Sklerose oder auch Morbus Parkinson signifikante NfL-Erhdhungen im Serum der
Patienten feststellen.'® Es konnte gezeigt werden, dass Patienten mit ischamischem
Schlaganfall nicht nur erhohte sNfL-Werte haben, sondern auch, dass es eine
Korrelation zwischen Infarktvolumen und sNfL-Erhéhung gibt.?? Dementsprechend soll
man anhand des sNfL-Wertes Aussagen uber den kurz- und langfristigen potenziellen
funktionellen klinischen Outcome eines Stroke-Patienten treffen kdnnen.??

In vorherigen Untersuchungen wurde eine Assoziation zwischen sNfL und
fortgeschrittenem Alter, erhdhten Serumcholesterinwerten, gesteigertem systolischem
Blutdruck und einem erhéhten Hamoglobin A1c (HbA1c)-Spiegel festgestellt.?* Dabei
ergab sich, dass der sNfL-Spiegel unabhangig vom Geschlecht war.?*

Daraus schlussfolgernd kann das sNfL bereits als Biomarker fur Patienten mit neuro-
axonalem Schaden herangezogen werden, um nachfolgende funktionelle
Einschrankungen einzuschatzen.

Ob sNfL auch als zuverlassiger Biomarker fiur Patienten mit asymptomatischer
extrakranieller Gefal3stenose der ACI genutzt werden kann, um Patientengruppen
identifizieren zu kdnnen, bei denen trotz fehlender klinischer Symptomatik relevante
subklinische neurologische Schaden vorliegen, ist nicht untersucht. So konnte
insbesondere im Hinblick auf die Abwagung zwischen einer primar medikamentdsen
und interventionellen Therapie, zukunftig eine klinisch relevante Hilfestellung bei der
therapeutischen Entscheidungsfindung gegeben werden.



Intaktes Neuron Axonaler Schaden am Neuron

@ o Quantitative Analyse
Neurofilament  [eEIEH 1= N ERe [
j Neurofilaments (NFL)

! !
W
J

|' M

| |

Liquor  Peripheres
Blut

Intaktes Cytoskelett gebildet Zusammenbruch des Cytoskeletts
durch Neurofilamente

Abb. 1: Freisetzung von NfL in den Liquor und das periphere Blut nach neuronalem
Schaden "

1.3 Das saure Gliafaserprotein (GFAP)

Ein weiterer Kandidat stellt das saure Gliafaserprotein (GFAP), ein Teil des
Zytoskeletts von Gliazellen, dar.?52¢

In reifen Astrozyten des ZNS stellt GFAP das Hauptintermediarfilamentprotein dar und
fungiert gleichzeitig als wesentliche Komponente bei der Entwicklung des Zytoskeletts
von Astrozyten.?” Dabei besitzen die Astrozyten im adulten Gehirn stammzellahnliche
Eigenschaften.?® Sie dienen nicht nur als Unterstitzung der Neurone des Gehirns,
sondern sind auch fur die Herstellung und Aufrechterhaltung der Blut-Hirn-Schranke
von grofRer Bedeutung.?® Weiterhin erhalten sie die synaptische Plastizitat und
koordinieren die Kommunikation der Neurone untereinander.?® GFAP spielt hierbei
eine bedeutende Rolle bei der Migration sowie Regeneration der Astrozyten.’° Es
wurde bereits nachgewiesen, dass GFAP bei zerebralen Lasionen wie ischamischen
Insulten oder degenerativen Vorgangen des ZNS erhoht ist.

Auch im Alter kommt es zu einer vermehrten Expression von GFAP.3? Durch eine
vermehrte Anzahl oxidativ geschadigter Proteine im Alter, wird eine erhOhte
Transkription von GFAP messenger-RNA (mRNA) induziert.32



Zusatzlich zu einer erhohten altersbedingten Expression von GFAP im Hirngewebe
wurde gezeigt, dass es auch zu einer Zunahme von GFAP im Liquor kommt.33

Auch eine Korrelation von erhohtem GFAP im Serum und kognitiver Funktion ist
bereits nachgewiesen.3* So konnten beispielsweise bei an Alzheimer erkrankten
Probanden erhéhte GFAP-Werte im Serum festgestellt werden.3*

In einer umfassenden Betrachtung ist das GFAP an zahlreichen zellularen Prozessen
beteiligt und fungiert als zentraler Regulator der Kommunikation zwischen Astrozyten
und Neuronen. Somit konnen erhohte GFAP-Level infolge zerebraler Schaden das
Volumen der Astrozyten erhdhen, was wiederum dazu fuhrt, dass die Synapsen der
Neurone nun eine gréfere Anzahl an Astrozyten bedienen missen als zuvor.?'

Ob GFAP auch als zuverlassiger Biomarker fir Patienten mit asymptomatischer
extrakranieller Gefalistenose der ACI|I genutzt werden kann und somit
Patientengruppen identifiziert werden konnten, bei denen trotz fehlender klinischer
Symptomatik relevante subklinische neurologische Schaden vorliegen, ist nicht
untersucht. So konnte insbesondere im Hinblick auf die Abwagung zwischen einer
primar medikamentosen und interventionellen Therapie, zukunftig eine Klinisch
relevante Hilfestellung bei der therapeutischen Entscheidungsfindung geleistet

werden.

1.4 Asymptomatische extrakranielle Gefallstenose der Arteria carotis
interna

1.4.1 Definition

Die ACI versorgt vor allem das Gehirn mit Blut.3> Der Verlauf dieser ist unten in der
Abbildung 2 dargestellt.3®

Kommt es zu einer Stenose dieser Arterie, kann dies eine Minderperfusion der zu
versorgenden Gehirnareale und hemispharische Funktionsverluste im Rahmen
ischamischer Schlaganfélle oder einer transitorisch ischamischen Attacke (TIA) wie
Aphasie, Lahmungen, Apraxie oder Neglect zur Folge haben.3® Laut der Leitlinie
beginnt die Abgrenzung einer symptomatischen zu einer asymptomatischen ACI-
Stenose mit der Anamnese und einer klinischen neurologischen Untersuchung sowie
computertomographischer oder magnetresonanztomographischer Bildgebung.3” Kann
sowohl bildgebend als auch anamnestisch ein ischamisches Ereignis in den letzten



sechs Monaten nicht nachgewiesen werden, kann von einer asymptomatischen

Stenose ausgegangen werden.?’

Verlauf der Arteria carotis interna
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Abb. 2: Verlauf der A. carotis interna nach Abzweigung aus der A. carotis communis

1.4.2 Pravalenz

Atherosklerotische Veranderungen der ACI kénnen zu einem Schlaganfall fiihren.?
15% aller Hirninfarkte sind durch extrakranielle Stenosen der A. carotis verursacht.?
Die Leitlinie besagt, dass die Pravalenz einer CAS von Uber = 50% nach NASCET -
Kriterien in der Bevolkerung bei ca. 4,2% liegt und ab dem 65. Lebensjahr auf 6-15%
ansteigt.®

Eine erhohte Pravalenz wurde insbesondere beim mannlichen Geschlecht und
kaukasischer Population festgestellt.>® Die Outcomes hingegen sind nach Schlaganfall
beim weiblichen Geschlecht schlechter.?® Genannte Unterschiede werden auf
pathophysiologische Gegebenheiten, sozioOkonomische Bedingungen sowie den

Zugang zur medizinischen Versorgung zuriickgefiihrt.3°

1.4.3 Atiologie und Risikofaktoren

Die Atherosklerose ist eine chronisch-entzindliche Erkrankung der arteriellen
GefaBwande.*® Die Wechselwirkungen zwischen Lipoproteinen, T-Zellen,
Makrophagen und den physiologischen arteriellen Zellkomponenten regen dabei einen
entziindlich-basierten Prozess an.*' Dieser kann zur Ausbildung atherosklerotischer
Lasionen oder Plaques fuhren, die in das GefalBlumen hineinragen und den
physiologischen Blutstrom beeinflussen kénnen.*' Genannte Makrophagen oder T-
Zellen produzieren gleichzeitig inflammatorische Zytokine, Proteasen oder
Koagulationsfaktoren, welche die Plaques destabilisieren.*' Die Ruptur dieser Plaques

5



kann schwerwiegende klinische Ereignisse wie einen Schlaganfall oder Herzinfarkt zur
Folge haben.4?

Zu den Risikofaktoren fur atherosklerotische Veranderungen der ACI zahlen
Nikotinkonsum, arterielle Hypertonie, erhdhte Low-Density Lipoprotein (LDL)-
Cholesterinspiegel, mannliches Geschlecht, hOheres Lebensalter, sowie eine positive
Krankheitsanamnese hinsichtlich GefaRerkrankungen.8:4043

Besonders bei Frauen ist ein ungunstiges Huft-Taillenverhaltnis in Kombination mit
einer Uberwiegend abdominellen Fettverteilung mit einer CAS assoziiert.*

Hingegen zahlen zu protektiven Faktoren hohe High-Density Lipoprotein (HDL)-

Spiegel, sportliche Betatigung sowie der Konsum von Alkohol.

1.4.4 Symptome

Die asymptomatische CAS ist durch das Fehlen von Symptomen gekennzeichnet.®
Als symptomatisch wird eine CAS eingestuft, wenn innerhalb der letzten sechs Monate
ein ipsilateraler Hirninfarkt, eine ipsilaterale TIA oder eine ipsilaterale retinale Ischamie

aufgetreten sind.®

1.4.5 Diagnostik

Die Diagnosestellung einer CAS erfolgt meist im Rahmen einer kardiologischen
Untersuchung oder nach einem zerebralen ischamischen Ereignis. Ein
Routinescreening ab einem gewissen Alter ist nicht vorgesehen, weil es bislang keine
belastbaren Daten gibt, die darauf hindeuten, dass ein Screening die Schlaganfall-
oder Mortalitatsrate in der Allgemeinbevolkerung senken kénnte.*> Vielmehr kénnte
dies eine Uberdiagnostik und nicht indizierte Folgeinterventionen zur Folge haben.*5
Zur  Untersuchung einer CAS kommt die farbduplexsonographische
Doppleruntersuchung zum Einsatz.*®¢ Weitere bildgebende Verfahren wie eine
magnetresonanz- oder computertomographische-Angiographie kommen vor allem in
Betracht, wenn eine dopplersonographische Untersuchung erschwert ist.#7-48

Sollte durch genannte diagnostische Verfahren dennoch keine eindeutige Diagnostik
moglich sein, kann auch eine digitale Subtraktionsangiographie (DSA) zum Einsatz
kommen. Hierbei ist jedoch zu beachten, dass die periinterventionelle
Komplikationsrate unter 0,5% liegen sollte.*®

Die Ultraschalluntersuchung erfolgt gemal den standardisierten Kriterien der
Deutschen Gesellschaft fir Ultraschall in der Medizin (DEGUM).® Diese Kriterien

verwenden Schwellenwerte fir die maximale systolische Geschwindigkeit (PSV) und
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die enddiastolische Geschwindigkeit (EDV) sowie Geschwindigkeitsverhaltnisse zur
Einstufung des Schweregrads der Stenose und liefern Prozentwerte, die denen der
Einstufung der NASCET-Kriterien entsprechen.649

Diese sind in Tabelle 1 veranschaulicht. In der Studie wurde die Tabelle 1 zur
Berechnung des Stenosegrades verwendet.

Stenosegrad (NASCET) [%] 10 20 -40 50 60 70 80 90 Verschluss

Hauptkriterien

1. B-Bild +++ + T+
2. Farb-Doppler-Bild + +++ +++
3. Systolische Spitzengeschwindigkeit im 200 | 250 300 350- 100- +++
Stenosemaximum [cm/s] ca. 400 500
4. Systolische Spitzengeschwindigkeit >50 <50 <30

poststenotisch [cm/s]

5. Kollateralen und Vorstufen (+) ++ +++ +++

(Periorbitalarterien / ACA)

Zusatzkriterien

6. Diastolische Stromungsverlangsamung (+) ++ +++ +++

prastenotisch (ACC)

7. Strémungsstdrungen poststenotisch + ++ +++ (+)
8. Enddiastolische bis bis Uber Uber
Stromungsgeschwindigkeit im 100 | 100 100 100

Stenosemaximum [cm/s]

9. Konfetti-Zeichen (+) ++ T+

10. Stenoseindex ACI/ACC 22 22 24 24

Tabelle 1: Stenosegraduierung der A. carotis interna nach aktuellen DEGUM Kriterien °
ACA: A. cerebri anterior, ACC: A. carotis communis, ACI: A. carotis interna

Stenosegrad nach NASCET [%]: die Zahlenangaben betreffen jeweils einen 10%-Bereich
(£6%)

Da aufgrund der atherosklerotischen Ablagerungen an der Karotis eine erhohte
Wabhrscheinlichkeit besteht, dass auch andere Organsysteme befallen sind, sollte eine

kardiovaskulare und periphere vaskulare Untersuchung erfolgen.®

Anhand des Ausmales der asymptomatischen CAS und begleitender Klinik des
Patienten werden weitere Entscheidungen Uber Therapiemdglichkeiten getroffen.®
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Abbildung 3 zeigt eine schematische Darstellung der Stenosegraduierung nach
NASCET.

A-B

NASCET = x 100

ACI

Abb. 3: Schematische Darstellung der Sonographischen Graduierung des NASCET-
Stenosegrades °°
ACE: A. carotis externa, ACI: A. carotis interna, Stern: stenosiertes Lumen

1.4.6 Therapie der asymptomatischen Karotisstenose

Als therapeutische Optionen stehen eine Carotisendarteriektomie (CEA), eine ACI-
Stentimplantation sowie eine konservative Therapie mittels optimal medikamentoser
Therapie (OMT) zur Verfligung.5':52

Ab einer hochgradigen CAS von > 60% nach NASCET-Kriterien kann eine Sanierung
in Erwagung gezogen werden.® Dies trifft vor allem dann zu, wenn das Risiko eines
Schlaganfalls unter alleiniger OMT erhoht ist.6:5354

Nach Abwagung der OP-Risiken, sowie der Risiken eines karotisbedingten
Schlaganfalls, kann eine CEA oder ein Carotisstenting erfolgen.5:5%% Die
Risikobewertung fokussiert sich hierbei primar auf schwerwiegende Morbiditaten wie
beispielsweise das Auftreten eines Schlaganfalls, Myokardinfarkts oder auf die
Mortalitat.*® Weitere periinterventionelle oder systemische Komplikationen werden
zwar berucksichtigt, stehen aber nicht im Vordergrund der Nutzen-Risiko-Abwagung,
da sie keinen signifikanten Einfluss auf das endgiiltige Behandlungsergebnis haben.*8
Von grof3er Bedeutung bei der Intervention ist, dass das perioperative Schlaganfall-
und Mortalitatsrisiko jeweils unter 2% liegt.® Diese Aspekte sollten durch einen
erfahrenen Neurologen, aber auch interdisziplinar Giberpriift und beurteilt werden.®

In einem ersten Schritt wird allen Patienten eine Reduktion kardiovaskularer
Risikofaktoren empfohlen.>’

Dazu sollte zunachst, unabhangig vom Stenosegrad, eine Lebensstiimodifikation

erfolgen.%” Diese umfasst eine gesunde und ausgewogene Ernahrung, die reich an
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Vollwertkost ist.® AuRerdem sollte regelmaRige korperliche Aktivitat in den Alltag
integriert werden.® Zudem wird dringend empfohlen, auf den Konsum von Nikotin zu
verzichten.®’

Parallel zur Lebensstilmodifikation sollte leitliniengerecht eine OMT erfolgen.65

Zur Reduktion des kardiovaskularen Risikos ist eine medikamentdse Senkung des
LDL-Wertes erforderlich.® Dies geschieht in der Regel primar mittels Statinen,
Cholesterintransporterhemmer oder PCSK9 Inhibitoren.®

Die Senkung des LDL-Cholesterins sollte risikoadaptiert erfolgen.%6:58
Hochrisikopatienten sollten einen Ziel LDL-Wert von < 55 mg/dl anstreben %658
Weiterhin sollte bei Patienten mit einer asymptomatischen CAS von mehr als 50% und
einem geringen Blutungsrisiko eine Thrombozytenaggregationshemmung erfolgen.®
Diese erfolgt in der Regel durch die Einnahme von 100 mg Acetylsalicylsdure (ASS).®
Alternativ ist auch die tagliche Einnahme von 75 mg Clopidogrel mdglich.%®

Liegt ein Arterieller Hypertonus vor, sollte dieser sowohl durch konservative
MalRnahmen wie Gewichtsreduktion, salzarme Diat oder Bewegung, als auch
medikamentos therapiert werden.%8

Zusatzlich sollten Diabetiker sowohl durch ihren Lebensstil als auch medikamentos so
eingestellt sein, dass ihr HbA1c-Zielwert unter 7% liegt.53

Diese Malinahmen sind die Grundlagen der konservativen Therapie und tragen bei
konsequenter Durchfiihrung zur Reduktion des kardiovaskularen Gesamtrisikos bei.®
Sechs Monate nach Erstdiagnose der asymptomatischen CAS sollte eine
duplexsonographische Verlaufskontrolle erfolgen.® Bei unverandertem Stenosegrad

oder stabilem Befund reicht eine jahrliche Kontrolle aus.®

1.4.7 Prognose

Eine asymptomatische ACI-Stenose erhdht das Schlaganfallrisiko um circa 1% pro
Jahr.®®

Bei einer eingehenden Untersuchung des 5-Jahres-Risikos fur einen ipsilateralen
Schlaganfall bei Patienten mit asymptomatischer ACI-Stenose fallt auf, dass Patienten
mit einer hochgradigen asymptomatischen ACI-Stenose von uber 70% das hdchste
Schlaganfallrisiko haben.®® Das 5-Jahres-Risiko liegt fir die genannte
Patientengruppe bei 18,5%.5°

Im Vergleich dazu betragt das Schlaganfallrisiko bei Patienten ohne ACI-Stenose

lediglich 4,6%.%° Somit haben Patienten mit einer hochgradigen asymptomatischen



ACI-Stenose von uber 70% im Vergleich zur Kontrollgruppe ein vierfach erhdhtes
Schlaganfallrisiko.®°

Mit abnehmendem Stenosegrad sinkt auch das Schlaganfallrisiko. 8 Patienten mit
einer ACI-Stenose von 50-59% haben ein Schlaganfallrisiko von 12,9%, wahrend bei
Patienten mit einer ACI-Stenose von weniger als 50% das 5-Jahres-Risiko flir einen
Schlaganfall bei 7,4% liegt.®°

Eine asymptomatische Okklusion der ACI fuhrt wiederum zu einem ipsilateralen
Schlaganfallrisiko von 9,4%.6°

1.4.8 Biomarker

Dass bestimmte Biomarker mit einer Stenose der ACI korrelieren konnen, wurde
bereits in einigen Studien nachgewiesen. Diese beschranken sich jedoch uberwiegend
auf Atherosklerose als Grunderkrankung.®’

Gemal einer Metaanalyse, die Daten von Patienten mit asymptomatischer CAS aus
der Cochrane Library und MEDLINE bis September 2023 umfasst, besteht das
Potenzial, dass sowohl inflammatorische als auch Lipid-Biomarker dabei helfen
konnten, diejenigen asymptomatischen Patienten mit ACI-Stenose zu identifizieren,
die von einer interventionellen Therapie profitieren konnten.®’

Biomarker wie Tumornekrosefaktor-Alpha (TNF-a), Interleukin-6 (I-6), Low-Density
Lipoprotein-Cholesterin  (LDL-c), High-Density Lipoprotein-Cholesterin (HDL-c),
oxidiertes Low-Density Lipoprotein (ox-LDL) und Lipoprotein(a) (Lp(a)) kdnnten bereits
Patienten mit asymptomatischer CAS und hohem Schlaganfallrisiko identifizieren.®!
Dennoch ware es, um eine klinische Relevanz endgultig festzustellen, von Bedeutung

diesen Tatsachen durch weitere Studien ndher nachzugehen.®'

Auf Basis dieser Erkenntnisse gewinnt die Untersuchung neuronaler Biomarker
zunehmend an Bedeutung. Wahrend Lipid- und inflammatorische Marker Hinweise auf
ein erhohtes Schlaganfallrisiko bei asymptomatischer CAS liefern kdnnen,
ermoglichen neuronale Biomarker wie sNfL und sGFAP eine direkte Abbildung
subklinischer neuronaler Schaden. Dass eine vermehrte Ausschuttung beider
Biomarker nach einem Schlaganfall stattfindet, konnte bereits in zahlreichen Studien
gezeigt werden.®-"" Diese kdnnten damit nicht nur helfen das Schlaganfallrisiko besser
einzuschatzen, sondern auch Hinweise darauf liefern, welche Patienten

moglicherweise von einer weiterfUhrenden therapeutischen Intervention profitieren.
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Die neueste Generation hochsensitiver, auf Antikdrpern  basierender
Chemilumineszenz-Immunoassays wie Roches Elecsys® ermoglicht die zuverlassige,
schnelle und hochdurchsatzfahige Vor-Ort-Analyse von sNfL- und sGFAP-Spiegeln.
Die Serumspiegel von GFAP und NfL stehen in engem Zusammenhang mit dem Alter,
in geringerem Male mit dem Body-Mass-Index (BMI) und, im Falle von sGFAP, mit
dem Geschlecht.™

Um diese Zusammenhange zu modellieren und einzelne Messwerte anhand einer
Referenz zu kontextualisieren, wurden anhand einer Referenzdatenbank mit > 4500

Personen Z-Scores berechnet.®

1.5 Ziele der Arbeit

Die Studie befasst sich mit der Frage, ob es eine Korrelation zwischen den
Serumspiegeln von NfL und GFAP bei Patienten mit asymptomatischer CAS und dem
Grad der Stenose gibt.

Ziel ist es, durch den Vergleich der Serumspiegel von NfL und GFAP bei n = 139
Patienten mit und ohne extrakranielle Gefal3stenose der ACI, die Korrelation dieser
Biomarker mit dem Stenosegrad zu untersuchen. So sollen Patientengruppen mit
subklinisch neuronalem Schaden identifizieren werden konnen, die von einer
Revaskularisierung profitieren konnten. Die Etablierung von Biomarkern, welche
subklinische neuronale Schadigung im Gehirn anzeigen, konnte von grolder
Bedeutung sein, da solche Schaden aktuell mittels alleiniger morphologischer
Beurteilung der Stenose nicht erfasst werden.

Folgende Hypothese soll im Rahmen der Studie gepruft werden
1. Die Menge von NfL und GFAP im Blut von Patienten mit Stenose einer
hirnversorgenden Arterie korreliert mit dem Grad der Stenose.

Die Identifizierung geeigneter Biomarker zur Risikoeinschatzung fur das Auftreten von
Schlaganfallen bei Patienten mit asymptomatischer CAS ist von klinischer Relevanz,
da dies moglicherweise die Fruherkennung und Behandlung dieser Patienten
verbessern kann. Dies ist von Bedeutung, da aktuell kein verlasslicher Biomarker
etabliert ist, der ein erhohtes Schlaganfallrisiko anzeigen oder als

Entscheidungskriterium bei Stellung der OP-Indikation dienen konnte.
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2 Methodik und Patientenkollektiv
2.1 Studiendesign

Es wurde eine Klinisch-prospektive, monozentrische Beobachtungsstudie
durchgefuhrt. Bei dieser wurden insgesamt 139 Patienten eingeschlossen. Die
Erfassung der in der Dissertation dargestellten Daten begann im Januar 2023 und
endete im Juni 2024. Zur Gewahrleistung der Reprasentativitat der Studie wurde das
Patientenkollektiv unter Berucksichtigung u. g. Ein- und Ausschlusskriterien
ausgewahlt. Die Patientendaten und ihre jeweiligen Termine in den Ambulanzen
wurden unter Verwendung des Krankenhausinformationssystems CGM Medico
(CompuGroup Medical SE & Co. KGaA, Koblenz, Deutschland) des
Universitatsklinikums Dusseldorf erhoben. Bei jedem der prospektiv eingeschlossenen
Patienten wurde nach Aufklarung und schriftlicher Einwilligung zur Teilnahme an der
Studie eine Anamnese durchgefluhrt, sowie eventuelle neurologische Defizite mittels
neuropsychologischer Testung erhoben. Im Rahmen der klinischen Routine erfolgte
eine Blutentnahme. Die Datenerhebung und Speicherung erfolgten pseudo- und
anschliel3end anonymisiert.

Die Nierenretentionsparameter wurden ebenfalls aus dem
Krankenhausinformationssystem CGM Medico (CompuGroup Medical SE & Co.
KGaA, Koblenz, Deutschland) des Universitatsklinikums Dusseldorf enthommen. Bei

insgesamt n 26 Patienten lagen keine vollstandigen Daten zu den

Nierenretentionsparametern vor.

2.2 Analytik / Probenverarbeitung

Die entnommenen Vollblutproben wurden innerhalb von 2 Stunden in Serumréhrchen
uberfuhrt und bei 4°C gelagert, bevor sie zentrifugiert und aliquotiert bei -80°C gelagert
wurden.

Die Analyse der Biomarker NfL und GFAP wurde im zertifizierten Labor des
Universitatsklinikums Dusseldorf durchgefuhrt. Die Testdurchfuhrung erfolgte blind

bezlglich der Patientendaten, um eine Verzerrung der Ergebnisse zu vermeiden.

2.3 Ethikstatement

Die Studie namens ,Vergleich der Mengen der leichten Kette des Neurofilaments (NfL)
und des sauren Gliafaserproteins (GFAP) im Blut von Patienten mit extra- oder
intrakranieller Gefaldstenose fur die Evaluation von NfL und GFAP als Biomarker*
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wurde von der Ethikkommission des Universitatsklinikums Dusseldorf genehmigt
(Nummer: 2022-1965).

2.4 Einschlusskriterien

Aus den Ambulanzen der Fachbereiche Neurologie und Gefalichirurgie wurden
Patienten im Alter von 60 bis 80 Jahren konsekutiv rekrutiert, bei denen mittels
Farbduplexsonographie eine ACI-Stenose jeglichen Grades (0 - 100 % nach NASCET-
Kriterien) diagnostiziert wurde. Die Rekrutierung erfolgte im Rahmen von
dopplersonographischen Erstuntersuchungen oder Verlaufskontrollen. Damit der
Einschluss erfolgen konnte, mussten die Patienten einwilligungsfahig zur
Studienteilnahme sein und nach Aufklarung die Einverstandniserklarung schriftlich

bestatigen.

2.5 Ausschlusskriterien
Die Ausschlusskriterien berucksichtigten Pathologien, welche ohnehin mit einer
Erhohung des NfL oder GFAP im Blut einhergehen. Somit schlossen wir Patienten mit
folgenden Pathologien oder Ereignissen aus:

* Neurodegenerative Erkrankungen wie jede Form der Demenz oder

Parkinsonsyndrome

+ Schwere Polyneuropathie

* Multiple Sklerose

« Schlaganfall innerhalb der letzten 12 Monate

* TIA innerhalb der letzten 12 Monate

* Schadelhirntrauma innerhalb der letzten 12 Monate

« Vorhofflimmern (aufgrund des erhéhten kardioembolischen Schlaganfallrisikos)

* Hochgradige Spinalkanalstenose oder sonstiger Nachweis einer Myelopathie

* CEA oder Carotisstenting innerhalb der letzten 12 Monate

Die Daten wurden anamnestisch, aus dem Krankenhausinformationssystems CGM
Medico (CompuGroup Medical SE & Co. KGaA, Koblenz, Deutschland) oder aus
vorherigen vorliegenden bildgebenden Untersuchungen erhoben.

2.6 Anamneseerhebung und Erhebung des funktionellen Outcomes

Es erfolgten Angaben zu folgenden Stammdaten:
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« Alter
» Geschlecht

« Gewicht und KérpergréfRRe (BMI)

Anamnestisch erfolgte die Erfassung folgender atherosklerotischer Risikofaktoren:
* Arterieller Hypertonie

* Hypercholesterinamie

* Diabetes mellitus

* Nikotinabusus (in packyears)

Zur Bewertung und Quantifizierung eventueller neurologischer Defizite und des
funktionellen Outcomes wurden erhoben:

» National Institutes of Health Stroke Scale (NIHSS)

« modifizierte Rankin Skala (mRS) (in Tabelle 2 dargestellt)

Punktzahl Art der Symptome oder Beeintrachtigungen

0 Es bestehen keine Symptome.

1 Es bestehen keine relevanten Beeintrachtigungen. Der Patient ist in der Lage, seinen

Alltag selbststandig zu gestalten.

2 Es bestehen leichte Beeintrachtigungen. Der Patient hat Einschrankungen im Alltag, ist

aber nicht auf Hilfe angewiesen.

3 Es bestehen mittelgradige Beeintrachtigungen. Der Patient ist auf Hilfe im Alltag

angewiesen. Gehen ist ohne fremde Hilfe (ggf. mit Hilfsmitteln) méglich.

4 Es besteht eine hohergradige Beeintrachtigung. Der Patient ist nicht mehr in der Lage,

seinen Korper zu pflegen oder selbststandig zu laufen.

5 Es besteht eine schwere Behinderung. Der Patient ist bettlagerig, inkontinent und auf

standige Pflege angewiesen.

6 Tod infolge des Schlaganfalls.
Tabelle 2: modifizierte Rankin Skala %

2.7 Neuropsychologische Testung

Ein weiterer wichtiger Bestandteil der Untersuchung war die Durchfihrung des
Montreal Cognitive Assessment (MoCA). Dieser dient der Objektivierung der
kognitiven Fahigkeit der Patienten.®3 Der Test umfasst eine Zeitdauer von etwa 15
Minuten.5® Die maximal erreichbare Punktzahl liegt bei 30 Punkten.®® Erreicht ein
Patient unter 26 Punkte, kann dies bereits auf eine kognitive Beeintrachtigung
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hindeuten.®® Dabei wéare der Wert falsch positiver Ergebnisse jedoch zu hoch,

weswegen Carson et al. einen Cut-off-Wert von 23 Punkten als ideal definieren.%*

Folgende in der Tabelle 3 dargestellten Fahigkeiten werden in dem MoCA geprift:

Kognitive Doméne

Beschreibung

Beispielaufgabe

Visuell-raumliche

Fahigkeiten

Exekutive Funktionen

Benennung

Gedachtnis

Aufmerksamkeit und

Konzentration

Sprache

Abstraktionsvermégen

Beurteilt das Verstandnis und die

raumliche Wahrnehmung.

Bewertet Problemlésungsfahigkeit
und Planung.

Testet die Fahigkeit, Objekte zu
benennen.

Beurteilt das Kurzzeitgedachtnis.

Misst die Fokussierungsfahigkeit

und das Kurzzeitgedachtnis.

Bewertet sprachliche Fahigkeiten.

Testet die Fahigkeit,

Gemeinsamkeiten zu erkennen.

Uhrzeit einzeichnen,
geometrische Figuren
nachzeichnen.

Verbinden von Zahlen und
Buchstaben in Reihenfolge.
Benennen von Tieren anhand von
Bildern.

Funf Worter lernen und spater
wiederholen.

Zahlenreihen vor- und ruckwarts
wiederholen, von 100 ab 7
zéhlen.

Satzwiederholung, Generieren
von Woértern zu einem
Anfangsbuchstaben.
Ahnlichkeiten zwischen Begriffen

benennen.

Bewertet das Wissen Uber Zeit und

Ort. Datum, Monat, Jahr, Ort und
Stadt.

Tabelle 3: MoCA-Test: Ubersicht der kognitiven Doménen und Aufgaben®

Orientierung Fragen nach dem aktuellen

2.8 Bestimmung von NfL und GFAP

Im Anschluss wurde den Teilnehmern gemald standardisiertem Verfahren mittels
Vacutainer Safety-Lok Blutentnahmesets in der Grofle 21G oder 23G und 18 cm
Schlauch (BD Vacutainer®, Becton Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA)
im Rahmen der klinischen Routine zweimal jeweils 8,5 ml Vollblut entnommen. Dies
SST |
Gerinnungsaktivator in der GréRe 8,5 ml (BD Vacutainer®, Becton Dickinson and

wurde in Vacutainer Advance Serumrohrchen mit Trenngel und
Company, Franklin Lakes, NJ, USA) aufgefangen. Innerhalb einer Stunde nach der
Entnahme wurden die Blutproben zur zentralen Biobank der Neurologischen Klinik des
Universitatsklinikums Dusseldorf transportiert und bei 3000 U/min fir 10 Minuten

zentrifugiert (Heraeus Megafuge 40 R und Heraeus Multifuge X3R, ThermoFisher,
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Schwerte, Deutschland). So konnte das Serum von den Blutzellen getrennt werden.
AnschlieRend wurden die Proben pipettiert, aliquotiert und innerhalb von 60 Minuten
bei -20 °C eingefroren. Alle vier Wochen wurden die gelagerten Proben in einen -80 °C
TiefkUhlschrank Uberflhrt, wo sie bis zur abschlieRenden Laboranalyse verblieben.
Vor Analyse der Proben wurden diese wieder auf Raumtemperatur aufgetaut.

Das gewonnene Serum wurde auf das Vorhandensein von NfL und GFAP analysiert.
Die Analyse erfolgte mittels Elecsys® Neurofilament Light Chain RUO der Firma
Roche (Roche Diagnostics, Rotkreuz, Switzerland) gemafR den Herstellerangaben.
Hierbei handelt es sich um einen Immunoassay zur quantitativen Bestimmung von NfL
und GFAP. Das Testprinzip basiert auf einem Sandwich-Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) und die Testdauer betragt 18 Minuten.®®

In einem ersten Schritt wurden 48 Mikroliter (uL) der Probe mit einem biotinylierten
monoklonalen Antikrper sowie einem ruthenylierten monoklonalen Antikorper
inkubiert.?¢ Beide sind spezifisch fiir NfL. Dadurch entsteht ein Sandwich-Komplex.®
In einem zweiten Schritt wurden Streptavidin-beschichtete Mikropartikel hinzugefugt.
Diese binden an den biotinylierten monoklonalen Antikorper. Daraus entsteht ein
weiterer Komplex. Dieser wurde anschlieBend auf die Elektrodenoberflache des
Messmoduls aufgebracht.®® Die Messung erfolgte durch das Anlegen einer Spannung,
die eine chemilumineszente Reaktion auslost. Deren Intensitat ist direkt proportional
zur NfL-Konzentration in der Probe. Die Ergebnisse wurden in Pikogramm pro Milliliter
(pg/ml) angegeben.®6

Gleiches Prozedere gilt fur die Messung von GFAP.

Streptavidin-
beschichteter
Biotinylierter Mikropartikel
monoklonaler Ruthenylierter monoklonaler
Antikorper Antikorper gegen NfL

< o " -<o§¢c =408

NAL
in der Probe Messung

Abb. 4: Testprinzip des Immunoassays der Firma Roche zur quantitativen In-vitro-
Bestimmung von NfL°®

Zur Einordnung bekannter Assoziationen von sNfL mit BMI und Alter wurden Z-Scores
berechnet.®” Hierflir wurde ein Generalized Additive Model for Location, Scale and
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Shape (GAMLSS) verwendet, basierend auf Referenzdaten von Gber 4500 Individuen
in Kooperation mit der Forschungsgruppe von Jens Kuhle vom Department of Clinical

Research der Universitat Basel, Schweiz.

2.9 Datenanalyse

Die elektronische Erfassung der Patientendaten erfolgte mittels Microsoft Excel
(Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA; Version 16.101.3). Die statistische
Auswertung erfolgte mittels IBM Statistical Package for the Social Sciences (SPSS)
Statistics (IBM Corp., Armonk, NY, USA; Version 29.0.2.0). Nach Datenerhebung
wurden die Daten in SPSS Ubertragen.

Zunachst wurden die Daten mittels Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung gepruft.
Es erfolgte eine deskriptive Statistik im Sinne von Berechnung der Haufigkeiten, der
Mittelwerte, der Standardabweichung, des Medians sowie des Interquartilabstands.
Die Unterschiede innerhalb der Gruppen wurden bei den kategorialen Variablen mittels
Chi-Quadrat berechnet. Bei den kontinuierlichen Variablen erfolgte die Berechnung
mittels Kruskal-Wallis-Test fur nicht normalverteilte Variablen und mittels einfaktorieller
Varianzanalyse (ANOVA) fir normalverteilte Variablen.

Zur Prufung eines Zusammenhangs der Daten wurden Spearman-
Korrelationsanalysen durchgefuhrt.

Um Unterschiede innerhalb der Stenosegruppen festzustellen, wurde bei nicht
normalverteilten Daten der Kruskal-Wallis-Test durchgefuhrt, wahrend normalverteilte
Daten mittels ANOVA getestet wurden.

Um Unterschiede zwischen zwei nicht normalverteilten Gruppen festzustellen, erfolgte
ein Mann-Whitney-U-Test.

Das Signifikanzniveau wurde auf a = 5% festgelegt.

2.10 Stenoseklassifikation (Verteilung nach Stenosegraden, unilaterale

vs. bilaterale Stenose)
Die Stenosegrade der ACI| wurden nach NASCET-Kriterien klassifiziert. Dabei wurde
zunachst nicht berucksichtigt, ob bei den Patienten eine uni- oder bilaterale Stenose
vorliegt. Es erfolgte eine Orientierung an dem hoheren Stenosegrad. Lag bei einem
Patienten beispielsweise eine bilaterale Stenose mit links 50% und rechts 80% nach
NASCET-Kriterien vor, wurde die 80%ige Stenose als Referenz herangezogen. Somit
ergab sich die Einteilung der Stenosegrade der ACI nach NASCET-Kriterien.
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Dennoch wurde in einem weiteren Schritt zwischen unilateraler und bilateraler Stenose
unterschieden. Dabei wurden zunachst uni- und bilaterale Stenosen ohne
Berilicksichtigung der Hohe des Stenosegrades verglichen. Stenosen von 0% wurden

dabei ausgeschlossen.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung der Studienkohorte

Es wurden insgesamt 139 Patienten eingeschlossen. Davon insgesamt 88 (63,3%)
mannliche und 51 (36,7%) weibliche Patienten, was einem Geschlechterverhaltnis von
circa 5:3 zugunsten der mannlichen Patienten entspricht. Das durchschnittliche Alter
lag bei 70 Jahren (x 5,96 Jahre), wobei keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Stenosegruppen festgestellt wurden.

Anamnestisch wurden kardiovaskulare Risikofaktoren erhoben. Darunter fielen
arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus, Adipositas, Hypercholesterinamie, BMI und
Nikotinabusus. Der durchschnittliche BMI der Patienten lag bei circa 26 kg/m?.

Der Grofiteil der eingeschlossenen Patienten litt an Hypercholesterinamie (85%) und
arterieller Hypertonie (86%). Etwa 70% der Patienten gaben einen Nikotinabusus an.
Insgesamt 19% litten an Adipositas, 19% an Diabetes mellitus.

Die renale Funktion der Studienpopulation war insgesamt gut erhalten. Die eGFR der
Patienten lag im Durchschnitt bei 84 ml/min und das Kreatinin bei 0,86 mg/dI.

Die gemessenen Biomarkerkonzentrationen lagen fur sNfL im Durchschnitt bei 2,25
pg/ml und fir sGFAP im Median bei 0,078 pg/ml. Der sNfL-Z-Score betrug im Median
0,52, wobei eine deutliche Streuung der Werte beobachtet wurde.

Die Verteilung der Stenosegrade der ACI wurde gemall NASCET-Kriterien
vorgenommen. Der Groldteil der Patienten wies moderate bis hochgradige Stenosen
von Uber 50% nach NASCET auf. Insbesondere 11% der Patienten hatten eine
vollstandige Okklusion (100%-Stenose), wahrend bei 15 Patienten (10,8%) eine
Stenose von 90% vorlag. In 26,6% der Falle wurden niedriggradige Stenosen bis 40%
festgestellt.

Die Verteilung nach Geschlecht, Alter und relevanten Komorbiditaten zeigte keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Stenosegruppen. Lediglich fur den Faktor
,Nikotinabusus® konnte ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen
festgestellt werden (p = 0,041). Dies kdnnte auf einen Zusammenhang zwischen
Raucherstatus und dem Ausmal der GefalRveranderung hinweisen.
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Stenosegrad der A. carotis interna (nach NASCET-Kriterien)

Charakteristikum Alle 0% 10% 20- 50% 60% 70% 80% 90% 100 Signifi
40% % kanz
(p -
Wert)
Anzahl N 139 37 7 19 19 9 13 15 11 9
Geschlecht
weiblich 51 12 1 7 1 2 7 4 5 2 ns
(36,7% (324 (143 (36,8 (57,9 (222 (53,8 @ (26,7 (455 (22,2
) %) %) %) %) %) %) %) %) %)
mannlich 88 25 6 12 8 7 6 1 6 7 ns
(63,3% (67,6 (857 @ (63,2 (421 (77,8 @ (46,2 | (73,3 (54,5 (77,8
) %) %) %) %) %) %) %) %) %)
Alter in Jahren 70 £ 70 £ 70 £ 71+ 69 + 69 + 70 £ 71+ 71+ 69 + ns
(Mittelwert + SD) 5,96 5,87 7,6 6,2 5,8 5,8 5,3 7,2 6,5 5,42
Arterielle Hypertonie 120 29 6 18 17 8 11 14 8 9 ns
(86,3% (78,4 (857 @ (94,7 (89,5 (88,9 @ (84,6 @ (846 (72,7 @ (100
) %) %) %) %) %) %) %) %) %
Diabetes Mellitus 26 3 2 4 3 3 3 3 3 2 ns
Typ 2 (187% (8,1% (286 (21,1 (158 (333 (23,1 @ (20%) (27,3 (22,2
) ) %) %) %) %) %) %) %)
Hypercholesterinamie 117 30 6 17 16 7 11 14 7 9 ns
(84,8% (81,1 (857 @ (89,5 (84,2 (77,8 @ (84,6 @ (93,3 (70%) (100
) %) %) %) %) %) %) %) %)
Nikotinabusus 96 24 1 16 16 6 10 10 8 5 0,041
(69,6% (64,9 (143 (84,2 (842 (66,7 (76,9 @ (66,7 (80%) (556
) %) %) %) %) %) %) %) %)
Adipositas 27 3 3 4 5 2 5 3 0 1 ns
(187% = (8,1% (429 (21,1 (26,3 (222 (385 @ (20%) (11,1
) ) %) %) %) %) %) %)
BMI (kg/m?) 26 26 27 26 24 27 28 (8) 27 23 28 ns
(5,1) (3,5) (14,4) (5,3) (5,8) (3,8) (3,5) (6,3) (2,8)
eGFR (ml/min, 84 (26) 86 86 71 85 85 80 81 87 80 ns
Median (IQR) (16) (13) (41) (21) (39) (25) (31) (36) (44)
Serum Kreatinin 0,86 0,83 0,84 0,95 0,82 0,87 0,83 0,9 0,8 0,9 ns
(mg/dl, Median (IQR)) (0,28) = (0,17) (0,31) (0,41) & (0,32) (0.44) (0,22) (0,37) (0,38) @ (0,76)
sNfL (Z-Score, 0,52 0,05 0,44 0,88 0,33 0,28 0,44 0,71 1,37 0,67 ns
Median (IQR)) (1,8) (1,86) (2,72) | (1,25) (2,04) (1,42) | (1,43) (1,26) = (1,78) | (2,07)
sNfL (pg/ml, Median 2,26 2,41 2,23 3,07 2,54 3,12 2,37 2,75 443 2,89 ns
(IQR)) (1,55)  (1,17)  (237) (1,95 @ (1,2) @ (1,15) (0,66) @ (1,83) (3,98) @ (3,75)
sGFAP (pg/ml, 0,08 0,08 0,07 0,09 0,07 0,07 0,08 0,08 0,11 0,88 ns
Median (IQR)) (0,08) = (0,05) (0,08) (0,04) | (0.62) @ (0,09) (0,35) @ (0,08) @ (0,15) | (0,09)

Tabelle 4: Baseline Characteristics

In der Tabelle sind alle untersuchten Falle dargestellt. Die Verteilung der Variablen
wurde mittels Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung gepruft. Eine Normalverteilung
konnte lediglich fur die Variable Alter festgestellt werden. Daher werden fur Alter der
Mittelwert (£ Standardabweichung) angegeben, wahrend fir alle anderen
kontinuierlichen Variablen der Median mit Interquartilabstand dargestellt wird.

Das Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgelegt. Fur den Vergleich kategorialer
Variablen wurde der Chi-Quadrat-Test verwendet, fur kontinuierliche Variablen kam
der Kruskal-Wallis-Test zum Einsatz. Fur das Alter erfolgte ein ANOVA Test.
Abkurzungen: ns = nicht signifikant, SD = Standardabweichung, IQR =

Interquartilabstand, e GFR = estimated Glomerular Filtration Rate, sGFAP= serum glial
fibrillary acidic protein, sNfL= serum neurofilament light chain, BMI = Body Mass Index,
NASCET = North American Symptomatic Carotid Endarterectomy Trial
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3.2 Analysen der Biomarker sNfL und GFAP

Insgesamt wurden, wenn nicht anders angegeben, n = 139 Proben in die statistische
Auswertung eingeschlossen. Diese wurden wie oben dargestellt nach dem
Stenosegrad kategorisiert.

3.2.1 Zusammenhang zwischen sNfL-Spiegel und Schweregrad der Karotisstenose
Es zeigte sich ein signifikant positiver Zusammenhang zwischen dem Schweregrad
der CAS und dem sNfL-Spiegel (r = 0,203; p = 0,017). Dieser Befund legt nahe, dass
hohere Stenosegrade mit einer leichten, aber messbaren Zunahme von NfL assoziiert
sein konnten.

Zur Uberprifung méglicher Unterschiede der sNflL-Konzentrationen zwischen den
Stenosegruppen unterteilt nach NASCET-Kriterien wurde ein Kruskal-Wallis-Test
durchgefuhrt. Dieser ergab einen p-Wert von 0,053 und deutet damit auf einen Trend
zur Signifikanz hin. Besonders bei hohergradigen Stenosen zeigten sich tendenziell
erhohte sNfL-Werte.
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Abb. 5: Korrelation Stenosegrad der ACI und sNfL

Es wurde ein Spearman-Rangkorrelationstest durchgefuhrt, um den Zusammenhang
zwischen dem sNfL-Spiegel und dem Stenosegrad der ACI zu untersuchen. Der
Korrelationskoeffizient betragt 0,203 bei einem p-Wert von 0,017 (p < 0,05). Ausreil3er
(sNfL = 12,8 pg/ml bei 0%, sNfL = 9,26 pg/ml bei 20-40%, sNfL = 8,79 pg/ml bei 50%,
sNfL = 11,8 pg/ml bei 70%, sNfL = 10,4 pg/ml bei 80%) sind nicht abgebildet.

Abkurzungen: sNfL = serum neurofilament light chain, ACI = A. carotis interna,

NASCET = North American Symptomatic Carotid Endarterectomy Trial
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Abb. 6: Boxplot Stenosegrad der ACI und sNfL

Zur Prufung der Unterschiede zwischen den Gruppen wurde ein Kruskal-Wallis-Test
durchgefiihrt. Der p-Wert betragt 0,053 (p > 0,05). Ausreil3er sind nicht abgebildet.
Abkurzungen: sNfL = serum neurofilament light chain, ACI = A. carotis interna,

NASCET = North American Symptomatic Carotid Endarterectomy Trial
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3.2.2 Zusammenhang zwischen sNfL Z-Score und Schweregrad der Karotisstenose
Eine Korrelationsprufung des sNfL-Z-Scores und den Stenosegraden ergab einen
signifikant positiven Zusammenhang (r = 0,190; p = 0,025.) Beim Vergleich der sNfL-
Z-Scores zwischen den Stenosegruppen mittels Kruskal-Wallis-Test zeigte sich ein
Trend zur Signifikanz (p = 0,079), wobei insbesondere bei hdhergradigen Stenosen
eine Tendenz zu erhdhten sNfL-Z-Scores erkennbar war.
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Abb. 7: Korrelation sNfL Z-Score und Stenosegrad der ACI

Es wurde ein Spearman-Rangkorrelationstest durchgefuhrt, um den Zusammenhang
zwischen dem Stenosegrad der ACI und dem Z-Score zu analysieren. Der
Korrelationskoeffizient betragt 0,190 bei einem p-Wert von 0,025 (p < 0,05).
Abkurzungen: sNfL = serum neurofilament light chain, AClI = A. carotis interna,

NASCET = North American Symptomatic Carotid Endarterectomy Trial
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Abb. 8: Boxplot sNfL Z-Score und Stenosegrad der ACI

Zur Prufung von Unterschieden im sNfL Z-Score zwischen den Stenosegruppen wurde
ein Kruskal-Wallis-Test durchgefiihrt. Der p-Wert betragt 0,079 (p > 0,05).

Abkurzungen: sNfL = serum neurofilament light chain, ACI = A. carotis interna,

NASCET = North American Symptomatic Carotid Endarterectomy Trial
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3.2.3 Kein Zusammenhang zwischen sGFAP und Schweregrad der Karotisstenose
Es zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Stenosegrad der ACI
und dem sGFAP-Spiegel (r = 0,046; p = 0,588). Auch der Kruskal-Wallis-Test ergab
keinen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen (p = 0,903).
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Abb. 9: Korrelation sGFAP und Stenosegrad der ACI

Es wurde ein Spearman-Rangkorrelationstest durchgefuhrt, um den Zusammenhang
zwischen dem Stenosegrad der ACI und dem sGFAP-Spiegel zu analysieren. Der
Korrelationskoeffizient betragt 0,046 bei einem p-Wert von 0,588 (p > 0,05).

Abkurzungen: sGFAP = serum glial fibrillary acidic protein, ACI = A. carotis interna,

NASCET = North American Symptomatic Carotid Endarterectomy Trial
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Abb. 10: Boxplot sGFAP und Stenosegrad der ACI

Zur Untersuchung moglicher Unterschiede der sGFAP-Werte zwischen den Gruppen
wurde ein Kruskal-Wallis-Test durchgefihrt. Der p-Wert liegt bei 0,903 (p > 0,05).
Abkurzungen: sGFAP = serum glial fibrillary acidic protein, ACI = A. carotis

interna, NASCET = North American Symptomatic Carotid Endarterectomy Trial
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3.2.4 Keine Unterschiede der Biomarkerkonzentrationen bei unilateralen vs.
bilateralen Stenosen

Ein Vergleich der sNfL-Konzentrationen bei Patienten mit unilateraler versus bilateraler
ACI-Stenose zeigte keinen signifikanten Unterschied (n = 102; p = 0,284). Die
Lateralisierung der Stenose scheint somit keinen Einfluss auf den sNfL-Spiegel zu
haben.

Auch fur sGFAP ergab der Vergleich zwischen unilateraler und bilateraler Stenose
keine signifikanten Unterschiede (n = 102; p = 0,666). Die Biomarkerkonzentrationen
waren unabhangig von der Verteilung des Stenosegrades.

Hier ergibt sich eine Stichprobengrof3e von n = 102, da bei dem Vergleich die Patienten

ohne nachweisbare CAS ausgeschlossen wurden.
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Abb. 11: sNfL bei unilateraler vs. bilateraler Stenose der ACI

Dargestellt ist die Verteilung von sNfL (pg/ml) zwischen den Gruppen der unilateralen
und bilateralen Stenosen. Der Mann-Whitney-U-Test ergab bei einem n von 102 einen
p-Wert von 0,284 (p > 0,05). Ausrei3er (sNfL = 11,8 pg/ml) ist nicht abgebildet.
Abkurzungen: sNfL= serum neurofilament light chain
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Abb. 12: sGFAP bei unilateraler vs. bilateraler Stenose der ACI

Dargestellt ist die Verteilung von sGFAP (pg/ml) zwischen den Gruppen der
unilateralen und bilateralen Stenosen. Der Mann-Whitney-U-Test ergab bei einem n

von 102 einen p-Wert von 0,666 (p > 0,05). Ausreiler (sGFAP = 0,284) ist nicht
abgebildet.

Abkurzungen: sGFAP = serum glial fibrillary acidic protein
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3.3 Subgruppenanalysen

3.3.1 Zusammenhang zwischen sNfL und der Nierenfunktion
Es besteht ein signifikanter negativer Zusammenhang zwischen eGFR und sNfL (r = -
0,376; p < 0,001). Eine eingeschrankte Nierenfunktion ist somit mit erhdhten

Konzentrationen des Biomarkers assoziiert.
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Abb. 13: Korrelation sNfL und eGFR

Es wurde ein Spearman-Rangkorrelationstest durchgefuhrt, um den Zusammenhang
zwischen der Nierenfunktion (eGFR) und dem sNfL-Spiegel zu untersuchen. Der
Korrelationskoeffizient betragt -0,376 bei einem p-Wert von < 0,001. Ausreil3er (sNfL
= 11,8 pg/ml bei 14 ml/min, sNfL = 8,79 pg/ml bei 19 ml/min, sNfL = 9,26 pg/ml bei 27
ml/min, sNfL = 12,8 pg/ml bei 85ml/min) sind nicht abgebildet.

Abkurzungen: sNfL= serum neurofilament light chain, eGFR = estimated Glomerular

Filtration Rate
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3.3.2 Zusammenhang zwischen sGFAP und der Nierenfunktion
Es besteht ein signifikanter negativer Zusammenhang zwischen eGFR und sGFAP (r
= -0,369; p < 0,001). Eine eingeschrankte Nierenfunktion ist somit mit erhdhten

Konzentrationen des Biomarkers assoziiert.
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Abb. 14: Korrelation sGFAP und eGFR

Es wurde ein Spearman-Rangkorrelationstest durchgefuhrt, um den Zusammenhang
zwischen der Nierenfunktion (eGFR) und dem sGFAP-Spiegel zu untersuchen. Der
Korrelationskoeffizient betragt -0,369 bei einem p-Wert < 0,001.

Abkirzungen: sGFAP = serum glial fibrillary acidic protein, eGFR = estimated

Glomerular Filtration Rate
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3.3.3 Zusammenhang zwischen sNfL und dem Alter

Es zeigte sich ein signifikanter positiver Zusammenhang zwischen dem Alter der
Patienten und dem Biomarker sNfL (r = 0,539; p < 0,001). Mit zunehmendem Alter
steigen demnach die Konzentrationen des Biomarkers signifikant an.
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Abb. 15: Korrelation sNfL und Alter

Es wurde ein Spearman-Rangkorrelationstxest durchgefuhrt, um den Zusammenhang
zwischen dem sNfL-Spiegel und dem Alter zu untersuchen. Der Korrelationskoeffizient
betragt 0,539 bei einem p-Wert < 0,001.

Abkurzungen: sNfL= serum neurofilament light chain
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3.3.4 Zusammenhang zwischen sGFAP und dem Alter

Es zeigte sich ein signifikanter positiver Zusammenhang zwischen dem Alter der
Patienten und dem Biomarker sGFAP (r = 0,421; p < 0,001). Mit zunehmendem Alter
steigen demnach die Konzentrationen des Biomarkers signifikant an.
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Abb. 16: Korrelation sGFAP und Alter

Es wurde ein Spearman-Rangkorrelationstest durchgefuhrt, um den Zusammenhang
zwischen Alter und sGFAP-Spiegel zu analysieren. Der Korrelationskoeffizient betragt
0,421 bei einem p-Wert < 0,001.

Abkurzungen: sGFAP = serum glial fibrillary acidic protein

3.4 Zusammenfassung

Die Analyse zeigt, dass sNfL, sowohl im absoluten Wert als auch im Z-Score, positiv
mit dem Stenosegrad der ACI assoziiert ist. In der Gruppenanalyse zeigt sich lediglich
ein Trend zur Signifikanz.

Das sGFAP zeigte hingegen keine statistisch signifikante Assoziation mit dem
Stenosegrad.

Beide Biomarker waren signifikant beeinflusst durch Alter und Nierenfunktion. Eine
beidseitige Stenose fuhrte im Vergleich zu einer einseitigen Stenose zu keinem

signifikanten Unterschied der Biomarkerkonzentrationen im Serum.
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4 Diskussion (einschlieBlich Schlussfolgerungen)

Als primarer Endpunkt der Promotionsarbeit galt die Analyse der Korrelation der
Biomarker NfL und GFAP mit dem Grad der Stenose der ACl nach NASCET-Kriterien.
In der vorliegenden Studie konnte nachgewiesen werden, dass hohergradige
Stenosen der ACI mit erhohten NfL-Konzentrationen im Serum einhergehen. Innerhalb
der Stenosegruppen nach  NASCET-Kriterien  unterschieden sich die
Serumkonzentrationen der Biomarker NfL und GFAP nicht signifikant.

Da das Alter und Nierenretentionsparameter Einfluss auf die
Biomarkerkonzentrationen nehmen®®, erfolgten Subgruppenanalysen, um potenzielle
Einflussfaktoren auf die Biomarkerkonzentrationen zu identifizieren. Die
Subgruppenanalysen zeigten, dass eine eingeschrankte Nierenfunktion und ein
hoheres Alter mit einer erhohten Serumkonzentration von NfL und GFAP einhergehen.
Weiterhin wurde verglichen, ob es hinsichtlich unilateraler- und bilateraler Stenosen
einen Unterschied in den Biomarker Serumkonzentrationen gibt. Hier konnte kein
signifikanter Unterschied festgestellt werden.

Es existieren bereits Studien wie ECST-2 oder CREST-2, welche darlegen, dass
individuelle Risikostratifizierungsmodelle etabliert werden sollen, die daruber
entschieden, ob es zu einem konservativen oder invasiven Procedere bei Patienten
mit asymptomatischer CAS kommt.”:'3

Aktuelle Daten der SPACE-2-Studie zeigen, dass eine OMT oft ausreichend ist.*®
Ergebnisse der ECST-2 Studie unterstitzen die OMT bei Patienten mit einem
geschatzten Schlaganfallrisiko von < 20% innerhalb von flnf Jahren, bestimmt mittels
des Carotid Artery Risk (CAR) Score.”

Dabei wird jedoch die Integration stiller Infarkte in zukunftige Studien und
Risikomodelle ausdriicklich empfohlen.’

Grund dafur ist, dass neben dem Stenosegrad viele weitere Faktoren wie
beispielsweise stille Hirninfarkte, Plaguemorphologie oder mikroembolische Signale
Einfluss nehmen.%" Die Stratifizierung dieser Risikofaktoren erfordert jedoch oft
aufwandigere Ressourcen.®

In diesem Fall konnte die Etablierung von Biomarkern, welche subklinische neuronale
Schadigung im Gehirn anzeigen konnen, von gro3er Bedeutung sein, da solche
Schaden aktuell mittels alleiniger morphologischer Beurteilung der Stenose nicht
erfasst werden. Solche Biomarker konnten analog zu den in ECST-2 angewandten
Parametern in Risikostratifizierungsmodelle integriert werden.

34



4.1 Korrelation der Biomarker NfL und GFAP mit dem Schweregrad der

Karotisstenose
In einer Korrelationsanalyse konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen sNfL
und dem Schweregrad der CAS (p = 0,017) nachgewiesen werden. Mit zunehmendem
Stenosegrad steigt die NfL-Konzentration im Serum der Patienten an. Auch der sNfL
Z-Score zeigte eine statistisch signifikante Korrelation mit dem Schweregrad der CAS
(p = 0,025).
Die Korrelationsanalysen der sGFAP-Konzentration bei zunehmendem Stenosegrad
zeigten keine signifikante Veranderung (p = 0,588).
Der Kruskal-Wallis-Test ergab keine signifikanten Unterschiede der Biomarker
Konzentrationen innerhalb der einzelnen Stenosegruppen. Dies kdnnte ein Indiz dafur
sein, dass sich die pathophysiologischen Veranderungen kontinuierlich entwickeln und
nicht strikt gruppenbasiert auftreten.

Vor diesem Hintergrund stellt sich die Frage, ob es bereits fruhere Evidenz fur die im
Rahmen der Promotionsarbeit erhobenen Befunde gibt.

Eine mdgliche Ursache fur die die erhohten sNfL-Spiegel konnte ein embolischer
Pathomechanismus sein. Diese Hypothese wird dadurch gestutzt, dass
mikroembolische Signale distal einer CAS bereits seit den 1990er-Jahren als
Risikofaktor beschrieben sind und in nationalen Leitlinien als Kriterium fir eine
Hochrisiko-CAS berlicksichtigt werden.6%70

Molloy et al. gingen der Frage nach, wie sich Patienten mit einer CAS identifizieren
lieRen, die ein erhohtes Risiko fur ein zerebrovaskulares Ereignis wie einen
Schlaganfall haben und daher von einer therapeutischen Intervention wie
beispielsweise einer CEA profitieren wiirden.®® Dafiir wurde bei 111 Patienten mit einer
ACI-Stenose von > 60% eine Transkranielle Dopplersonographie der A. cerebri media
durchgefiihrt und im Rahmen dessen erfolgte eine Analyse auf embolische Signale. 6
Dabei konnten bei etwa 37% der asymptomatischen Patienten mit ACI-Stenose
embolische Signale nachgewiesen werden.®® Laut Molloy et al. war das
Vorhandensein von embolischen Signalen ein starker Pradiktor fur spatere
zerebrovaskulare Ereignisse.®®

Daraus liefRe sich ableiten, dass pathophysiologisch auch bei asymptomatischen CAS
ein embolischer Mechanismus stattfindet, welcher nicht risikoarm ist, sondern im
Gegenteil zur langsam progredienten subklinischen Hirnschadigung flihren kann 697"
Diese subklinische, durch stille Embolien verursachte Hirnschadigung konnte erklaren,
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warum die Serumkonzentration des von uns untersuchten Biomarkers sNfL auch bei
Patienten mit asymptomatischer CAS erhoht ist und nicht ausschlief3lich in klar
definierten Hochrisikogruppen wie beispielswiese bei Patienten mit symptomatischer
hochgradiger CAS auftritt.”

Ein moglicher Hinweis auf eine kausale Beziehung findet sich in jungeren Studien zur
Transkatheter-Aortenklappenimplantation (TAVR).”2 Sjélin et al. untersuchten sNfL als
Biomarker, um perinterventionell neu aufgetretene stille zerebrale Infarkte zu
detektieren.”? Die Studie zeigte einen Anstieg der Plasma-NfL-Spiegel vor und nach
TAVR mit einer mittleren Zunahme von etwa 60% (18 pg/ml).”? Dennoch besteht
bislang keine belastbare Evidenz fur eine signifikante direkte Kausalitat zwischen
mikroembolischen Ereignissen und erhohten sNfL-Spiegeln.”?73 Diese Befunde legen
jedoch nahe, dass sNfL auf stille, subklinische neurologische Vorgange reagiert.

Zukunftige Studien sollten daher gezielt untersuchen, ob ein kausaler Zusammenhang
zwischen erhohten sNfL-Konzentrationen und mikroembolischer Signalgebung
besteht. Solche Untersuchungen konnten helfen, die klinische Bedeutung von sNfL als

Marker fur stille, aber potenziell relevante Hirnschaden besser einzuschatzen.

Saba et al. heben hervor, dass neben einer Berechnung des Stenosegrades auch eine
Einschatzung der Plaguemorphologie von Bedeutung ist, da vulnerable Plaques eine
Ursache flr subklinische Mikroembolisationen sein koénnten.”* Diese kann mittels
Ultraschall oder Magnetresonanztomographie (MRT) beurteilt werden.”

Zukunftig konnte man daher, zur Evaluation des weiteren therapeutischen Procederes,
neben den Biomarkern die Plaguemorphologie systematisch beriicksichtigen.”"
Daruber hinaus weisen aktuelle Publikationen auf weitere potenzielle Biomarker wie

beispielsweise P-Selektin hin.”>

AuBerdem sollten die kognitiven Funktionen der Patienten beriicksichtigt werden.”
Die SMART-MR Studie beschreibt, dass es bei asymptomatischen CAS zu
hamodynamischen Veranderungen im Gehirn kommt, die infolge atherosklerotischer
Veranderungen und der damit einhergehenden Stenose auftreten.”® Diese aufiern sich
anschlie3end in Form einer Hirnatrophie, einer Abnahme der kognitiven Funktion, oder
eines Verlustes der Gedachtnisses.”® Studien wie CREST-2 unterstltzen die Aussage,
dass es bei asymptomatischen CAS im Vergleich zur Normalpopulation zu einer

Einschrankung der kognitiven Funktionen kommen kann.'® Diese hdmodynamischen
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Veranderungen, sowie strukturelle Hirnveranderungen, konnten eine Erklarung fur die

erhohten sNfL-Spiegel in der vorliegenden Studie sein.

Dass sGFAP keine Signifikanz in Bezug auf die CAS aufzeigt, konnte auf eine
geringere Sensitivitat fur frihe subklinische Veranderungen oder auf eine limitierte

Fallzahl zurtickzufiihren sein.

4.2 Subgruppenanalysen

Durch Studien ist bereits bekannt, dass ein hoheres Alter mit hdheren NfL und GFAP-
Serumkonzentrationen assoziiert ist.”” Dies konnte durch die vorliegende Studie
bestatigt werden. Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass eine reduzierte
Nierenfunktion mit erhdhten NfL und GFAP-Serumkonzentrationen assoziiert ist. Auch
das wurde schon durch andere Studien wie beispielsweise Akamine et al.
nachgewiesen.58.78

Da das Alter ein wesentlicher Confounder ist, beschrankte sich die vorliegende Studie
auf ein Patientenkollektiv, das auf 60-80 Jahre festgelegt wurde. Weiterhin erfolgte
durch die Anwendung des Z-Scores eine Adjustierung um das Alter, Geschlecht und
den BMI. Auch nach alterskorrigiertem sNfL-Wert besteht in der vorliegenden Studie
eine signifikante Korrelation zum Stenosegrad der ACI.

Eine Erklarung fur den Anstieg des sNfL mit dem Alter konnte sein, dass es
altersassoziiert zu einer zunehmenden neuronalen Schadigung kommt.”® Diese
Prozesse flihren zu einer kontinuierlichen Freisetzung von NfL ins Blut.”®

NfL zeigt also nicht nur akute Pathologien an, sondern kann auch als Ausdruck der
biologischen Alterung des Cerebrums gesehen werden.

Daruber hinaus kdnnen erhohte NfL-Werte im Alter auf eine altersbedingte Abnahme
der kompensatorischen Kapazitat des ZNS zur Reparatur neuronaler Schaden
zurlickgefiihrt werden.80-82

Dass es zu einem Anstieg des NfL bei eingeschrankter Nierenfunktion kommt, kdnnte
man dadurch erklaren, dass es sich bei dem Biomarker um ein kleines wasserlosliches
Protein handelt, welches unter anderem renal eliminiert wird.83 Ist die renale Filtration
eingeschrankt, kann es dementsprechend im Serum aufgrund fehlender renaler
Elimination zu einer Akkumulation des NfL kommen.®® Dies geschahe auch
unabhangig von neuronaler Schadigung.83 Axelsson et al. belegen, dass dieser Effekt
besonders ab einer eGFR < 60 ml/min bemerkbar ware und gleiches auch fur sGFAP

zutrifft.83
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4.3 Klinische Relevanz und Implikationen

Hinsichtlich der klinischen Implikationen unserer Studie ist die Verwendung von sNfL
und sGFAP insbesondere aus neuroinflammatorischen Erkrankungen wie der
Multiplen Sklerose bekannt, in denen diese Biomarker zur Erfassung einer
schubunabhangigen Krankheitsprogression, sowie zur Therapiekontrolle eingesetzt
werden.’? Dabei werden sNfL und sGFAP als komplementdre Serum-Biomarker
diskutiert.'?

Klinisch relevant waren diese Biomarker, um frih stille neurodegenerative Schaden zu
detektieren und grofleren Schaden praventiv entgegenwirken zu konnen.
Asymptomatische CAS gehen im Vergleich zu symptomatischen CAS mit einem
geringeren Risiko fiir hypoperfusionsbedingte Schaden einher.®® Molloy et al. zeigten
jedoch, dass auch bei diesen ein Risiko fiir zerebrovaskulare Ereignisse besteht.®®
Bisher wurden in die Evaluierung des weiteren therapeutischen Procederes bei
Patienten mit asymptomatischer CAS vor allem Outcome Parameter wie das
Schlaganfallrisiko, kardiovaskulare Risiken oder Tod einbezogen.®'® Studien wie
SMART-MR zeigen jedoch, dass auch andere Outcome Parameter wie kognitive
Beeintrachtigungen, Hirnatrophie oder Demenz von Bedeutung sind und zukunftig
systematisch  beriicksichtigt werden sollten.’®”®  SNfL  konnte hier als
Surrogatparameter dienen.

Fur asymptomatische CAS deuten unsere Daten auf eine positive Korrelation von sNfL
mit dem Stenosegrad gemal® NASCET-Kriterien hin. Eine mogliche Anwendung
konnte daher die Integration des Biomarkers sNfL in bestehende Risikoscores flr
CAS, wie beispielsweise das kurzlich publizierte PACAS-Risikomodell sein, um eine
hohere Diskriminationsfahigkeit zu gewahrleisten.>?

Von Vorteil ware, dass Biomarker im Rahmen einer Blutentnahme bestimmt werden
konnen, wahrend andere Verfahren wie die MRT ein technisch und finanziell
aufwandigeres Vorgehen darstellen.

4.4 Methodische Starken und Limitationen

Die vorliegenden Ergebnisse weisen sowohl Starken als auch Limitationen auf.

Als Starken waren das prospektive Studiendesign und das Vorhandensein einer
Kontrollgruppe hervorzuheben. Weiterhin sind sNfL und sGFAP gut validierte
Biomarker fiir axonalen Schaden und Schlaganfalle.84-87

Durch die Bestimmung der Biomarker mittels hochsensitivem Immunessay kann eine

hohe analytische Sensitivitat garantiert werden.®®
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Um die Confounder einzuschranken, erfolgte eine Beschrankung des Altersbereiches
auf 60-80 Jahre und durch Anwendung des Z-Scores bei sNfL eine Adjustierung der
Ergebnisse um Alter, Geschlecht und BMI.

Um eine gute Vergleichbarkeit mit anderen Studien zu gewahrleisten, erfolgte die
Messung des Stenosegrades nach den NASCET-Kriterien.*®

Als Limitationen waren das Querschnittdesign zu nennen, aufgrund dessen sich aus
den Ergebnissen keine kausalen Zusammenhange ableiten lassen.

Die zeitliche Dynamik der Biomarker konnte nicht untersucht werden. Dies konnte
Gegenstand weiterer Forschung sein.

Auch die geringe Stichprobengrofde von n = 139 Patienten stellt eine Limitation dar.
Weiterhin erfolgte keine systematische Bildgebung im Sinne eines MRT oder
transkranieller Dopplersonographie, um eventuelle stille Infarkte, Hirnatrophie oder
mikroembolische Signale zu detektieren.

Es erfolgten allerdings neuropsychologische Testungen wie der MoCA-Test, um
kognitive Einschrankungen zu demaskieren.

Insgesamt stellen die Ergebnisse eine Grundlage fur zukunftige weitere Studien dar.

4.5 Ausblick

Die Ergebnisse der vorliegenden Promotionsarbeit liefern Hinweise darauf, dass der
serumbasierte Biomarker NfL subklinische neuronale Schadigungsprozesse bei
Patienten mit asymptomatischer CAS widerspiegeln konnte. Um die klinische
Bedeutung dieser Befunde weiter zu klaren, ware es essenziell, weitere Aspekte in
zukUnftigen Studien zu adressieren.

Eine interessante Fragestellung ware, ob es einen Zusammenhang der Biomarker
Serumkonzentrationen mit dem Verlauf der CAS gibt. Beispielsweise konnte man
prufen, ob es nach erfolgreicher Intervention zu einem Abfall der Biomarker
Serumkonzentrationen kommt, als weiteren Hinweis fur eine Assoziation zwischen
subklinischer ischamischer Schadigung bei hochgradigen ACI-Stenosen. Die zeitliche
Dynamik der Biomarker ist durch eine bereits laufende prospektive longitudinale Studie
unserer Arbeitsgruppe fur Neuroinflammation und Schlaganfallforschung des
Universitatsklinikums Dusseldorf Gegenstand aktueller Forschung.

AuRerdem ware eine multimodale Diagnostik von Bedeutung. Hier konnte eine
Erganzung um MRT-Daten, die still ablaufende zerebrale Defekte wie stille Hirninfarkte
oder Hirnatrophie detektieren, sinnvoll sein. Weiterhin koénnte man, um

mikroembolische Signale zu detektieren, die Erganzung um eine transkranielle
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Dopplersonographie in Betracht ziehen.®®7° Auch die Analyse der Plaquemorphologie
und die damit verbundene Identifikation vulnerabler Hochrisikoplaques sollte in
zukiinftigen Studien berticksichtigt werden.”

Langfristig konnte der Biomarker NfL in bestehende Risikoscores wie PACAS integriert
werden.%? Dadurch konnte man eine Hilfestellung zur Etablierung des weiteren

therapeutischen Vorgehens bei Patienten mit asymptomatischer CAS geben.

4.6 Fazit

Aktuell liegt die Hypothese nahe, dass sNfL infolge von chronischer zerebraler
Hypoperfusion und rezidivierender Mikroembolisation bei Patienten mit CAS erhoht ist.
Dabei ist jedoch wichtig zu betonen, dass sNfL nicht krankheitsspezifisch ist, sondern
einen Marker fiir neuronalen Schaden darstellt.88

Vor allem bei Patienten mit asymptomatischer CAS ist es von groRRer Bedeutung,
diesen ,stillen” neuronalen Schaden praventiv zu erkennen.

Bisher existiert fur Patienten mit CAS kein serologischer Biomarker, der ahnlich wie
das Troponin beim Myokardinfarkt, neuronale Schadigungen anzeigen oder bei der
Therapieentscheidung helfen kann.

In der vorliegenden Promotionsarbeit wird die Relevanz des sNfL als Marker flr
neurodegenerative Prozesse hervorgehoben.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen einen signifikanten Zusammenhang zwischen der
Hohe der Serumkonzentration von NfL und dem Stenosegrad der ACI.

Bei sGFAP zeigt sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Hohe der
Serumkonzentration und dem Schweregrad der CAS.

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse darauf hin, dass sNfL das Potenzial besitzt,
zukunftig in Risikostratifizierungsmodelle zur Evaluation des therapeutischen
Vorgehens bei Patienten mit CAS integriert zu werden. Aufgrund der limitierten
StichprobengroRe und der teilweise fehlenden Signifikanz ist hierfur jedoch weitere

klinische Forschung erforderlich.
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6 Anhang

NAME :
MONTREAL COGNITIVE ASSESSMENT (MOCA) Ausbildung : Geburtsdatum :
Geschlecht : DATUM :
/ Wiirfel Eine Uhr zeichnen (Zehn nach elf)
nach- ( 3 Punkte )
zeichnen

’

@ Ende | i “\\ /
& ®

Beginn

[ ] [ ] [ ] [ ] [ 1] /s

Kontur Zahlen Zeiger

_ /3
GEDACHTNIS GESICHT| SAMT KIRCHE | TULPE | ROT Keine
Wortliste vorlesen, wiederholen lassen. 1.Versuch Punkte
2 Durchginge. Nach 5 Minuten iberpriifen (s.u.) 2 Versuch
Gl SRS Zahlenliste vorlesen (1 Zahl/ Sek.) In der vorgegebenen Reihenfolge wiederholen [ | 21 8 5 4
Riickwirts wiederholen [ ] 7 4 2 _/2

Buchstabenliste vorlesen (1 Buchst./Sek.). Patient soll bei jedem Buchstaben ,,A* mit der Hand klopfen. Keine Punkte bei 2 oder mehr Fehlern

[ ] FBACMNAAJKLBAFAKDEAAAJAMOFAAB |—/1

Fortlaufendes Abziehen von 7, mit 100 anfangen [ ] 93 [ ]86 [ 179 [ 172 [ 1es
4 oder 5 korrekte Ergebnisse: 3 P., 2 oder 3 korrekt: 2 P, 1 korrekt: 1 P., 0 korreke: 0 P. —/3

SPRACHE Wiederholen: ,,Ich weil} lediglich, dass Hans heute an der Reihe ist zu helfen.” [ 1] /9
[] —

.Die Katze versteckte sich immer unter der Couch, wenn die Hunde im Zimmer waren.”

Maglichst viele Worter in einer Minute benennen, die mit dem Buchstaben F beginnen [ ] (N2 11Warter) _/1
ABSTRAKTION Gemeinsamkeit von z.B. Banane und Apfelsine = Frucht [ ] Eisenbahn - Fahrrad [ ] Uhr - Lineal _/2
ERINNERUNG Worte erinnern GESICHT| SAMT KIRCHE | TULPE ROT | punkee nur bei richtigem | /5

OHNE HINWEIS [] [] [1] [1] [ ] [ Mennen OHNE Hinweis
Ontora [

OR R [ ] Datum [ ] Monat [ 1 jabr [ ] Wochentag [ 1or [ ] stade _/6
© Z Nasreddine MD Version 7.Nov.2004  deutsche Ubersezung: SM Bartusch, SG Zipper Normal = 26 7 30 TOTAL /30
www.mocatest.org Untersucher: L— 1 Punkt wenn < 12 Jahre Ausl}TiungJ
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