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Einleitung

1 Einleitung

Schlaganfélle sind die dritthaufigste (in Japan nach Krebserkrankungen die zweit-
haufigste) (Sugimoto T, 1999) Todesursache, ferner die fuhrende Ursache dauernder
Invaliditét und medizin-6konomisch betrachtet in westlichen Industrielandern die teuer-
ste Krankheitsgruppe (Poeck K, 2001). Ischdmische Infarkte sind die haufigste neuro-
logische Krankheit Gberhaupt und liegen bei 80 % der Patienten dem Schlaganfall
zugrunde (Maurice Victor, 2001). Es ist vorauszusagen, dal3 diese wichtige Krankheit
durch die Uberalterung der Gesellschaft weiterhin sowohl medizinisch al's auch sozio-
Okonomisch an Bedeutung zunehmen wird.

1.1 Pathophysiologie desischamischen Hirninfarktes

Die ischamischen Hirninfarkte werden durch Durchblutungsstérungen im Hirngewebe
verursacht. Obwohl das Gehirn nur 2 % des Korpergewichts ausmacht (Andre Parent,
1995), erhdlt es in korperlicher Ruhe ca. 15 % des gesamten Herzminutenvolumens (ca
55 ml/100 g/ min) (Kety SS, 1948) und verbraucht etwa 20 % des gesamten Sauerstoff-
bedarfs des Korpers (ca. 3,3 ml/100 g/min) (Luft and Finkelstein, 1968). Da das Gehirn
fast keine Energievorrate besitzt und nur kurzfristig in der Lage ist, den anaeroben
Stoffwechselweg zu gehen, stellt es sich als das empfindlichste Gewebe fur die Unter-
brechung der Energie- und Sauerstoffzufuhr dar (Loffler G, 1997). Bel vollstandigem
Zirkulationsstop, z.B. bel einem Adams-Stokes-Anfall, treten areal-spezifische Funkti-
onsausfall nach 5-10 Sekunden ein. Nach 4-5 Minuten kommt es zu den ersten Nekro-
sen an Ganglienzellen im betroffenen Gebiet. Einen Herzstillstand von 8-10 Minuten
kann das Gehirn nicht tberleben (Heiss, 1983; Siesjo, 1988). Ferner ist die Gefahrdung
von dem Ausmald der Durchblutungsbeeintréchtigung abhangig. Wahrend bel einem
Unterschreiten der Ischamieschwelle (ca. 23 ml/100 g/ min) des lokalen Hirngewebes
nur eine temporare neurologische Funktionsstorung des Gehirns auftritt (Astrup, 1982;
Astrup et a., 1977; Branston et a., 1974), wie es bei einer transitorischen ischamischen
Attacke (TIA) der Fall ist, kann die zellul&re Integritét der Hirnzelle bei einem Unter-
schreiten der Infarktschwelle (ca. 12 mI/100 g/ min) nicht mehr aufrechterhalten werden
(Heiss, 1983; Siegjo, 1988). ATP wird verbraucht und das Membranpotential bricht zu-
sammen. Das extrazelluldre Kalium sowie das intrazelluldre Kalzium steigen und das
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Milieu wird sauer (Vinken, 1972). Es kommt zu einem Gewebsuntergang, einem Hirn-

infarkt.

1.1.1 DiePenumbra

Bei einem Infarkt wird ein Geféle der Durchblutung (ischdmische Penumbra) ange-
nommen, das sich von schweren Durchblutungsstérungen im Zentrum (Infarkt) bis zu
grenzwertig durchbluteten, kollateralisierten Bereichen der peripheren Anteile erstreckt.
Die Schaden innerhalb der Infarktzone sind irreparabel, wohingegen eine hohe Gefahr-
dung des Gewebes der Penumbra vorliegt. Allerdings schreiten bei anhaltender Durch-
blutungsminderung die irreversiblen Lasionen in der Penumbra weiter fort. Der Patho-
mechanismus des Infarktes und der selektiven neuronalen Schadigung in der Periin-
farktzone wurde oben bereits beschrieben, wobei die Korrelation zwischen der Dauer
der Ischamie und dem Schédigungsgrad besonders betont wurde (Heiss, 1983; Neder-
gaard, 1988). Die Pathophysiologie in der Penumbra ist einzigartig. In diesem Ared ist
die zellulare Substratausnutzung, d.h. die Sauerstoff- und Glukoseentnahme aus dem
Blut und der Metabolismus vermindert (Baron et al., 1984; Kuhl et al., 1980; Neder-
gaard, 1988), obwohl die Durchblutung wegen der Laktazidose autoregulatorisch ge-
steigert ist. Als Ursache der Zellschadigung werden Energiemangel, Exzitotoxizitét,
Lipolyse, die Formation freier Radikale und Kalziuminflux in die Zellen angesehen,
was zuerst zum Verlust der elektrischen Aktivitét fuhrt und dann zum zelluléren Zu-
sammenbruch (Harris et a., 1981; Strong et a., 1983). Es kommt zu einer Gewebsne-
krose, die sowohl eine lokale als auch eine systemische Entziindungsreaktion verur-
sacht.

1.2 Akut-Phase-Reaktion

Auf eine lokale Entztindung reagiert der Organismus mit der Akut-Phase-Reaktion
(APR), die erste Phase der systemischen Entziindungsreaktion. Der adéquate Reiz fir
die APR sind die Zytokine, Interleukin-6 (11-6), Interleukin-1 (ll-1) und Tumor-
Nekrose-Faktor-a (TNF-a)) (Baumann and Gauldie, 1994), die von Makrophagen, Endo-
thelzellen und Fibroblasten in den geschadigten Gewebsteilen freigesetzt werden (Ali et
al., 1997). Sie gelangen auf dem Blutweg zur Leber und |6sen dort die Biosynthese der
Akut-Phase-Proteine (APP) aus (Kushner, 1982; Steel and Whitehead, 1994), zu deren
Hauptvertreter auch C-reaktives-Protein (CRP), Fibrinogen und al-Antichymotrypsin
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gehoren (Kushner et a., 1981). Den genannten Proteinen ist gemeinsam, daf3 ihre Kon-
zentration innerhalb von 6-48 Stunden nach dem Auftreten einer lokalen Entziindungs-
reaktion im Organismus um ein Vielfaches zunimmt (Kushner et a., 1981). Der Sinn
dieser Reaktion ist, die Entziindung zu lokalisieren und ihre Ausbreitung zu verhindern
(Janeway CA, 1997). So vermindern die Proteinaseinhibitoren der Akut-Phase-Proteine,
z.B. al-Antitrypsin und al-Antichymotrypsin, die Verminderung der Gewebsschédi-
gungen durch freigesetzte Proteinasen (Rubin E, 1999). Ein Anstieg der Fibrinogenkon-
zentration erleichtert die Thrombusbildung und erschwert so die Ausbreitung eines In-
fektes (Blomback, 1996). Fibrinogen determiniert durch seine absolute Menge und
asymmetrische Form zu einem grof3en Teil die Plasmaviskositét (Blann et al., 1998).
Eine erhohte Viskositét setzt den Widerstand in einem Gefal3 herauf und verringert da-
mit die Perfusion des Gewebes. Es wurde berichtet, dal3 die dopplersonographisch ge-
messene Fliel3geschwindigkeit in den Arteriae cerebri mediae nach medikamentOser
Senkung des Fibrinogens zunimmt (1zumi et al., 1996). So konnte z.B. gezeigt werden,
dal3 eine Senkung des Fibrinogenspiegels nach Gabe von Ancrod im Tiermodell das
Infarktvolumen vermindert. Dies wurde gemessen durch multislice T2-gewichtete Ma-
gnetresonanz-Tomographie und &3t eine Verbesserung der Mikrozirkulation vermuten
(Elger et d., 1997).

Welchen Einflul? kénnte diese Entziindungsreaktion des Organismus auf die von end-
gultigem Gewebsuntergang geféahrdete Penumbra haben? Die Penumbra wird mikrozi-
kulatorisch Uber Kollateralen blutversorgt (Nedergaard, 1988). Die systemische Entziin-
dung beeinfluf} die Mikrozirkulation in der Periinfarktzone durch eine Erh6hung der
Plasmaviskositdt (Blann et al., 1998) und durch eine Erleichterung der Thrombozyte-
naggregation ungunstig (Blomback, 1996; Grotta et al., 1982). Es wurde auch berichtet,
dal? das Ausmal3 der Entztindung nach einem Schlaganfall mit der Prognose korreliert
(Di Napoli et a., 2001a; Di Napoli et al., 2001b; Di Napoli et al., 2001c).

1.3 Akutbehandlung desischéamischen Hirninfarktes

Die aktuelle Therapie ischamischer Schlaganfélle hat das Ziel, die Schadigung des Ge-
hirns minimal zu halten um damit eine Verbesserung der Langzeitprognose zu errei-
chen. Da Neurone nicht regenerieren konnen, ist es bel einer akuten Situation essentiell,
weiteren Verschlul? zu verhindern und eine ausreichende Perfusion in der ischamischen
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Region zu sichern. Die Pravention ist jedoch allen Therapiemoglichkeiten Uberlegen

und sollte auch weiter das primére Ziel in der Behandlung der Schlaganfalle bleiben.

1.3.1 Diemoderne Behandlungsstrategie des frischen ischamischen Hirninfarktes

Die Therapie eines Schlaganfalls besteht aus Akuttherapie und Primér- bzw. Sekundér-
pravention. Bel der Akuttherapie eines ischamischen Schlaganfalls basiert die Behand-
lung darauf, dal3 durch Lysetherapie mit rekombiniertem Gewebsplasminogen Aktivator
(rt-PA) in einem Zeitfenster von 3 Stunden nach dem Beginn der klinischen Symptome
das Spétergebnis verbessert werden kann (Marler et a., 2000; NINDS-rt-PA-Stroke-
Study-Group, 2000). In den letzten Jahren hat sich die Erkenntnis durchgesetzt, dal3
Schlaganfélle, genau wie Herzinfarkte, medizinische Notfdlle sind. Ziel aler Sofort-
malinahmen bel Schlaganfallpatienten ist es, eine Stabiliserung und Normalisierung
algemeiner Korperfunktionen herbeizufiihren und, falls sich therapeutische Konse-
guenzen absehen lassen, den Patienten in eine Klinik zu bringen, in der Diagnostik und
spezielle Therapie durchgeftihrt werden kénnen. So haben sich in den Kliniken Schlag-
anfallspezialstationen, so genannte Strokeunits etabliert, auf denen mit der Diagnostik
und Therapie von Schlaganfallen besonders vertraute Neurologen, Internisten, Kranken-
schwestern, Logopaden und Krankengymnasten zusammenarbeiten und eine standardi-
sierte Behandlung der Patienten durchfiihren. Dadurch kann man gegeniiber einer nor-
malen peripheren Station ein verbessertes Langzeitergebnis erreichen (Glader et d.,
2001; Indredavik et al., 1999; Indredavik et al., 1997). Be inkompletten, leichteren
Schlaganféllen geht man davon aus, dal3 eine rechtzeitige Therapie und Prophylaxe die
Penumbra retten und die Entwicklung eines schwereren Schlaganfalls verhindern kann
(NINDS-rt-PA-Stroke-Study-Group, 2000). Die spezielle Behandlung richtet sich nach
den Ursachen der Ischdmie. Schwerpunkte sind Antikoagulation zur Vermeidung der
Embolierezidiven und Progression einer Thrombusformation, Thrombozytenaggregati-
onshemmer bel thromboembolischen Ursachen, osmotische Diuretika zur Hirnddembe-
handulung sowie Thrombolysetherapie zur mdglichst raschen Rekanalisierung ver-
schlossener Gefélie.

1.3.2 Primar- und Sekundér pravention

Zur Primér-, bzw. Sekundérpravention steht neben Behandlung und Ausschaltung der
Risikofaktoren eine Reihe von Medikamenten zur Verfigung. Die Auswahl der Medi-
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kamente sollte nicht nur nach klinischer Symptomatik, der Phase der Krankheit oder
Preisen der Medikamente, sondern individuell angepaldt auch nach Vertraglichkeit und
Begleiterkrankungen gerichtet sein. So ersetzt man Hemmstoffe der Cyklooxygenase
(z.B. Acetylsalizylsiure (ASS)/Aspirin®) nach thromboembolischen Infarkten unter
ASS-Prophylaxe oder bel einer Unvertrdglichkeit durch P2Y 1-ADP-Rezeptor-
Antagonisten (z.B. Clopidogrel/Iscover®) (Urbano LA, 2004) oder bei Hochrisikopati-
enten durch Fibrinogenrezeptor GP I1b/Illa-Antagonisten (z.B. Abciximab/Reopro®)
(Sherman, 2003) as Thrombozytenaggregationshemmer. Intraindividuelle genetische
Unterschiede werden zur Zeit in der Klinik noch kaum in die Urteilsfindung zur Wahl
des am meisten geeigneten Medikaments einbezogen. Schon in der nahen Zukunft wird
es mit Sicherheit unentbehrlich, daf? man bei der Medikamentenauswahl neben den ge-
nauen pharmakokinetisch-pharmakodynamischen Eigenschaften auch die physiolo-
gisch-biochemischen Entstehungsmechanismen des Schlaganfalls und die individuellen

Faktoren mitberticksichtigt, um die Prognose des Schlaganfallpatienten zu verbessern.

1.4 Genetische Polymor phismen der Akut-Phase-Proteine

Polymorphismen und Mutationen von Genen der Akut-Phase-Reaktion und des Gerin-
nungssystems koénnen in vielerlel Weise die Inzidenz des ischémischen Schlaganfalls
und die Wahrscheinlichkeit eines erneuten Infarktes beeinflussen. Die Gabe eines fir
ein Individuum ungeeigneten Medikaments hat nicht nur einen geringeren Effekt, son-
dern birgt die Gefahr einer Schadigung durch Nebenwirkungen, hier zumeist Blutungs-
komplikationen. Es ist also von grof3er Bedeutung, das fur den jewelligen Patienten am
meisten geeignete Medikament zu finden. So konnte z.B. gezeigt werden, dal3 die Pri-
méarprophylaxe gegen kardiovaskulére Erkrankung mit ASS nur bel Individuen mit ei-
ner chronischen Erhéhung der Akut-Phase-Proteine niitzlich ist (Ridker et al., 1997).

1.5 Kasuistik

Bel einem Fal im Universitdts-Krankenhaus Eppendorf kam man zu der Hypothese,
dal® der durch Fibrinogen vermittelte Mechanismus der Perfusionsminderung eine
Schlissdrolle in der Entstehung des Schlaganfalls haben und daher einen méglichen
Angriffspunkt fir medikamenttse Therapie darstellen kdnnte.
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151 Der Fall ,,ED“

Die 55-jdhrige Patientin ED litt anfangs an einem durch eine linksseitige Sinus-
cavernosus-Fistel hervorgerufenen Orbitaspitzensyndrom und wurde zum endovaskul &
ren Verschlul® der Fistel zugewiesen. Nach erfolgreichem Verschlul der Fistel bildete
sich innerhalb von Wochen in dem betroffenen Bereich der intrakraniellen Carotis ein
fusiformes Aneurysma aus. Um einer Ruptur zuvorzukommen, entschied man sich fir
den Versuch eines endovaskuléren Verschlusses der linken Arteria carotis interna
(ACI). Bel temporéarem Verschluf3 zeigten sich linkshemispherielle transitorische Attak-
ken durch eine Insuffizienz der intrakraniellen Kollateralwege. Vor dem endgultigen
Verschlul3 wurde deshalb ein extra-intrakranieller Bypass von der linken Arteria tempo-
ralis superficialis zur linken Arteria cerebri media angelegt (STA-MCA Anastomose).
Nach endguiltigem endovaskularem VerschluR der ACI blieb die Patientin unter Uber-
wachung auf der Stroke Unit im UKE dber 36 Stunden symptomfrei, entwickelte dann
jedoch multiple Infarkte der linken Hemisphére. Ein Verschlul? des Bypasses oder ein
Blutdruckabfall konnten a's Ursachen der Perfusionsstorung ausgeschlossen werden.
Die Besonderheit an diesem Fall war, dal? sich der Schlaganfall auf der neurologischen
Station unter regelméldigem Monitoring der Fibrinogenwerte ereignete. Bei einer genau-
en Durchsicht der Krankenunterlagen konnte man sehen, dal3 eine diskrete neurologi-
sche Symptomatik dem Fibrinogenanstieg im Plasma vorausging und mit einerweiteren
klinischen Verschlechterungen seinen Maximalwert erreichte (Diagramm 1).

Diagramm 1
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Die Tatsache, daf’ die steile Anstieg des Fibrinogen-Plasmaspiegels gut mit der Progres-
sion der Symptomatik der Patientin korrelierte, fuhrte zu der Hypothese, dal3 der durch
initiale schdmie verursachte Fibrinogenanstieg zu einer weiteren Durchblutungsstérung
fUhrt und sich so der darauf resultierende Teufelskreis schliefd. Dies liel3e sich pa-
thophysiologisch entweder durch eine Erhéhung der Blutviskositét oder durch eine For-
derung der Pléttchenaktivierung und Blutgerinnung mit nachfolgender multipler Embo-
lisierung aus dem Bypass erklaren.

1.6 Fibrinogen

Fibrinogen ist ein 340 kDa grol3es homodimeres Protein, und jede Untereinheit besteht
aus drei Polypeptidketten, a-, -, und y-Kette, die durch Disulfidbindung miteinander
verbunden sind. Alle drei Ketten haben ihr Gen innerhalb eines Bereichs von 50 kb auf
dem Chromosom 4, von 4923 bis 32 (Chung et al., 1990; Humphries et a., 1984; Kant
et a., 1985). Die ADP-Freisetzung aus Erythrozyten durch hohe Scherkréfte (Born,
1977), z.B. in arteriellen Stenosen, fuhrt zu einer Konformationsdnderung des Fibrino-
genrezeptor GPlIb/I1la-Komplex auf den Blutpléttchen (Koenig and Ernst, 1992), der
damit Fibrinogen binden kann. Das Fibrinogen fihrt zur Vernetzung mit anderen Platt-
chen und zur Bildung von Thrombozytenaggregaten (Gartner et a., 1993; Rooney et al.,
1998). Weiterhin wird Fibrinogen im Rahmen der Gerinnungsreaktion durch Thrombin
gespalten und das entstehende Fibrin vernetzt. Der dabei entstehende instabile Fibrin-
Thrombus wird in Folge durch aktivierten Faktor X111 (Fibrin-Stabilisierender-Faktor)
zum endguiltigen Thrombus. Dies ist das Endprodukt der Gerinnungskaskade.
Genetische Faktoren bekommen zunehmend klinische Aufmerksamkeit als potentielle
Prédispositionfaktor der zerebrovaskularen Erkrankungen (Venti et a., 2002). In einer
Population wird der genetische Polymorphismus durch das Vorkommen von zwel oder
mehr genetisch determinierten alternativen Phénotypen, hervorgerufen durch verschie-
dene Allele, definiert. Die seltenste Form kann nicht allein durch wiederholte Mutation
aufrechterhalten werden. Ein Genlocus wird a's polymorph bezeichnet, wenn das oder
die seltenen Allele eine Haufigkeit von mindestens 0,01 (1 %) haben und demzufolge
Heterozygote fur dieses Allel mit einer Haufigkeit von mehr as 2 % vorkommen (Ford,
1966).

10
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1.6.1 Polymorphismen des Fibrinogens

Bei der Regulation der Fibrinogensynthese kommt dem [-Fibrinogen-Gen eine wichtige
Rolle zu (Anderson et al., 1993). Intrazelluldr befinden sich a- und y-Ketten im Uber-
schul3. Die Geschwindigkeit der B-Kettensynthese ist der limitierende Schritt der Fibri-
nogensynthese (Roy et al., 1994; Yu et d., 1983; Yu et a., 1984). Mehrere prospektive
epidemiol ogische Studien konnten zeigen, dal3 eine erhohte Fibrinogenkonzentration ein
unabhéngiger Risikofaktor atherosklerotisch bedingter Erkrankungen wie Herzinfarkt
und ischdmischen Schlaganfall ist (Ernst and Resch, 1995; Heinrich and Assmann,
1995; Qizilbash, 1995; Thompson et a., 1995; Wilhelmsen et al., 1984). Dabel scheint
das Risiko, durch erhéhtes Fibrinogen einen ischamischen Schlaganfall zu erleiden,
dem Risiko durch erhdhten Blutdruck und erhéhtes Serumcholesterin durchaus gleich
zu kommen (Wilhelmsen et al., 1984). Im Promotor des Gens der Fibrinogen B-Ketten
wurden mehrere Polymorphismen identifiziert. Diese zeigten eine erhdhte basale
Transkription des B-Fibrinogen-Gens bei Transfektion in HepG2-Zellen (Huber et a.,
1990). Der G/A-Austausch an Position -455, bzw. den G/A-Austausch an Position -854,
kommen mit einer Allelfrequenz von 21,4 % bzw. 18,6 % in der mitteleuropaschen
Bevolkerung vor (van 't Hooft et a., 1999). Dies korrelierte mit signifikant erhéhtem
Fibrinogenspiegel in gesunden Probanden mit dem A-Allel des Polymorphismus -854
G/A (van 't Hooft et a., 1999) oder dem A-Alld des -455 G/A Polymorphismus
(Gardemann et al., 1997; van 't Hooft et al., 1999). Zudem zeigten Tréger des A-Allels
an der Position -455 einen deutlich verstarkten Fibrinogenanstieg in der Akut-Phase-
Reaktion (Ferrer-Antunes et a., 1998; Gardemann et al., 1997). Dieses den Fibrino-
genspiegel erhdhende A-Allel wurde vermehrt bel Patienten mit makroangiopathischen
Hirninfarkten (Kessler et a., 1997) und als unabhéngiger Risikofaktor fur Hirninfarkte
bei hypertensiven Patienten (Nishiuma et al., 1998) beschrieben, und scheint mit einer
beschleunigten Progression der Koronaratherosklerose assoziiert zu sein (de Maat et al.,
1998).

1.7 GPIIb/lll1a-Komplex Fibrinogenr ezeptor

Fibrinogen vernetzt aktivierte Plattchen Uber eine Bindung an den GPI1b/I11a-Komplex.
Die Wichtigkeit dieser Aktivierung wird durch die klinisch-therapeutische Stellung von
Anti-GPl1b/l11a-Substanzen deutlich, die zur Zeit as stéarkster Thrombozytenaggregati-

11
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onshemmer gelten (Hardman, 2001). Eine verstarkte Plattchen-Aktivierung wurde ins-
besondere bei Individuen mit atherosklerotisch oder hdmodynamisch bedingten Infark-
ten beobachtet (Konstantopoulos et a., 1995). Bei diesen Individuen I&03t sich eine er-
hohte Inzidenz so genannter Mikroembolie-Signale in der transkraniellen Dopplersono-
graphie nachweisen (Babikian et a., 1997). lhre Frequenz korreliert mit dem Grad der
atherosklerotischen Verdnderungen (Babikian et al., 1997; Droste et al., 1999) und dem
Risiko eines ischamischen Hirninfarktes (Babikian et al., 1997; Droste et a., 1999;
Tong and Albers, 1995). Inwieweit genetische Besonderheiten des Fibrinogen- und
Plattchenmetabolismus die Mikroembolie-Signal-Frequenz beeinflussen wirde, wurde
bisher nicht untersucht. Eine erhdhte Inzidenz des Plétchen-Glykoprotein 11b HPA-3
Polymorphismus war in einer Studie signifikant mit erhdhter Mortalitét nach ischami-
schem Schlaganfall assoziiert (Carter et ., 1999). Dabei findet sich ein T/G-Austausch,
der eine Isoleucin zu Serin-Mutation an Position 843 der schweren Kette des GPIIb Pro-
teins zur Folge hat. Diese Mutation scheint die Konformation der Fibrinogen-
Bindestelle zu verdndern und fidhrt damit wohl zu einer verstérkten Bindung von
Fibrinogen, besonders im Bereich sehr hoher Fibrinogenkonzentrationen (Carter et al.,
1999). Das PIA2-Allel des anderen Glykoproteins GPIlla konnte ebenfalls mit einem
erhohten Risiko fur den ischamischen Schlaganfall korreliert werden (Wagner et al.,
1998). Bei diesem HPA-1 genannten Polymorphismus an Position 33 des GPllla Prote-
ins fuhrt ein T/C Austausch entweder zur Benitzung der Aminosaure Leucin (PIA1)
oder zu Prolin (PIA2). PIA2 positive Blutpldttchen haben eine erniedrigte Schwelle fir
Pléattchen- oder GPIIb/I1a-Aktivierung und binden leichter Fibrinogen. Die verschiede-
nen Allel-Formen zeigen eine veranderte Sensitivitét fir aggregationshemmende Medi-
kamente wie Acetylsalizylsaure (ASS). PIA1/A2 positive Plattchen zeigen die hochste
Sensitivitét fir ASS (Michelson et a., 2000).

1.8 Akut-Phase-Proten

Akut-Phase-Proteine (APP), zu denen auch Fibrinogen gehdrt, werden im Rahmen der
Akut-Phase-Reaktion (APR) von der Leber als Antwort auf die Zytokine Interleukin-1
(IL-1), Interleukin-6 (IL-6) und Tumornekrosefaktor-o. (TNF-a), die bei Infektionen
oder Nekrosen gebildet werden, synthetisiert. Das Zytokin IL-6 ist der direkte und
gleichzeitig der wichtigste Regulator der APP-Synthese und damit auch des Fibrino-
gens. In der Promoterregion des Gens fur die Fibrinogen-3-Kette wurden Abschnitte
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identifiziert, durch die die Synthese dieses Peptids durch IL-6 beeinflu3t wird
(Anderson et a., 1993). Im Tiermodell des ischamischen Hirninfarktes wird IL-6 von
aktivierten Gliazellen und Neuronen in der Penumbra synthetisiert (Block et al., 2000).
Beim ischdmischen Hirninfarkt im Tiermodell konnte gezeigt werden, dal3 der Anstieg
von Interleukin-6 und einer APR u.a. vom Infarktvolumen abhangig ist (Beamer et d.,
1998). Die Gesamtheit der Stoffwechselreaktionen auf Interleukin-6 kann as prokoagu-
latorisch beschrieben werden (Stouthard et al., 1996). Die Tatsache, dal3 eine akute In-
fektion ein Risikofaktor fur den ischamischen Schlaganfall ist (Grau et al., 1998; Syrja-
nen et a., 1988), konnte durch diese prokoagulatorische Wirkung erklart werden. Da
IL-6 auch in atherosklerotischen Plagues gebildet wird und dadurch die Fibrinogen-
synthese steigert (Seino et al., 1994), wird dies als mogliche Erklarung dafir vorge-
schlagen, dal3 das Vorliegen der Risikofaktoren fur Atherosklerose, wie Diabetes melli-
tus, Adipositas und Hypercholesterindmie, mit erhdhten Fibrinogenspiegeln assoziiert
ist (Folsom et a., 1991). Ein G/C-Austausch an Stelle -174 der IL-6-Promoterregion
kommt mit einer Allelfrequenz von 40,3 % vor (Fishman et al., 1998). Im Gegensatz
zum haufigeren G-Alld fuhrt das C-Allel in vitro nicht zu einer Steigerung der Interleu-
kin-6-Synthese durch verschiedene Stimuli und homozygote Trager dieses Allels haben
signifikant niedrigere Interleukin-6-Spiegel (Fishman et al., 1998). Die Rolle dieses
Polymorphismus beim ischdmischen Hirninfarkt oder Modulation des Fibrinogenspie-
gels wurde bisher nicht untersucht.

1.9 DieAkutbehandlung desischamischen Hirninfarktesin Zukunft

Mit der schnellen Entwicklung der molekularbiol ogischen Forschung in den letzten Jah-
ren weil3t man heute, dal3 zahlreiche Polymorphismen biochemisch relevante Bedeutung
haben und fur bestimmte Krankheiten prédisponierend sein kdnnen. Das bessere Wissen
Uber die Bedeutung und die biochemischen Mechanismen einzelner Polymorphismen
bieten uns die Moglichkeit neuer und effektiverer pharmakologischer Angriffspunkte
bei genetisch gefahrdeten Personen, sowohl prophylaktisch als auch therapeutisch. Es
konnte genetisch bedingte Unterschiede auch in der Regulation der Akut-Phase-
Reaktion und deren Auswirkungen auf die Blutgerinnung existieren. Inwieweit das
Ausmal? der Akut-Phase-Reaktion dem Verlauf eines ischdmischen Hirninfarktes mit-
bestimmt, ist bisher nicht bekannt. Auch ob das Ausmald der Reaktion mit ihren
prokoagulatorischen Konsequenzen Einflufld auf den akuten Verlauf der Erkrankung

oder auf das Risiko eines erneuten Infarktes hat, ist bisher nicht systematisch untersucht
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das Risiko eines erneuten Infarktes hat, ist bisher nicht systematisch untersucht worden.
Die Assoziation bestimmter Polymorphismen als Risikofaktoren fur unterschiedliche
Infarkttypen wurde bisher nur in Ansétzen untersucht (Kessler et a., 1997). Aber wenn
sich die Hypothese als richtig beweisen sollte, dal3 bestimmte Polymorphismen eine
entscheidende Rolle im Anstieg des Fibrinogens in der Akut-Phase-Reaktion spielen,
wurde eine vorbeugenden Therapie mit Fibraten (zur Senkung des Fibrinogens) oder
einer forcierten Thrombozytenaggregationshemmung in der Akut-Phase des ischami-
schen Schlaganfalls an Bedeutung zunehmen. Gerade die vielféltigen pharmakologi-
schen Mdglichkeiten, das Thrombozytenaggregationssystem anzugreifen, und die hohe
Inzidenz des Schlaganfalls bzw. dessen grof3e Bedeutung in unserem Gesundheitssy-
stem macht das Konzept um so attraktiver, nach genetischen Unterschieden, differen-

ziert und effektiv therapeutisch anzusetzen.

1.10 DasZid dieser Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit untersuchte ich finf Genpolymorphismen, Interleukin-6 -174
GIC, Fibrinogen -455 G/A, Fibrinogen -854 G/A, GPIlb 2622 T/G (lle 843 Ser) und
GPIl11a 196 T/C (Leu 33 Pro), die direkt oder indirekt Bedeutung in der Regulation der
Fibrinogensynthese und Thrombozytenaggregation haben und untereinander eine funk-
tionelle Kaskade bilden. Es sollte untersucht werden, ob diese Genpolymorphismen bei
der Entstehung eines Schlaganfalls eine Rolle spielen bzw. ob sie auf den klinischen
Verlauf nach einem stattgefundenen Schlaganfall Einflul haben. Als Pilotprojekt einer
eventuellen weiteren, vergrol3erten Polymorphismusstudie wurden 73 Patienten mit ei-

nem ischamischen Schlaganfall untersucht.
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2 Material und Methode

2.1 Puffer

5x TBE
90 mM Tris Base
2mM EDTA

20 x SSC
3 M NaCl
0,3 M Tri-Natriumcitrat-Dihydrat

2.2 DNA-Préaparation

Die Blutproben stammten von Patienten der Strokeunit des Universitétsklinikums Ham-
burg-Eppendorf. Die 2,5 ml EDTA-Blutproben wurden bis zur Extraktion bei -80 °C
aufbewahrt.

DNA wurde aus dem Blut durch ,,silica gel based DNA purification mit einem kom-
merziellen Kit (QIAamp DNA Mini Kit®: QIAGEN) prapariert. Zuerst wird 200 pl Pa-
tientenblut in ein 1,5 ml Miro Test Tube pipettiert. Das Blut wird mit zugehérigen 20 ul
Protease und 200 pl Puffer (chaotrope Salze) gemischt und nach kurzem Vortexen fir
10 Minuten in 56 °C warmem Wasserbad inkubiert. Dadurch werden die Proteine dena-
turiert und die DNA kann von den Histonproteinen geldst werden. Anschlief3end wird
200 pl Ethanol absoluta zugegeben. Nach erneutem kurzem Vortexen wird die Loésung
in eine zugehorige Saule mit Silica-Membran (QIAamp spin Saule®: QIAGEN) in ein
2 ml Sammeltube umpipettiert und fir 2 min mit Geschwindigkeit von 16000 x g zentri-
fugiert. Die an die Silicat-Membran gebundene DNA wird mit zugehorigem Puffer zwei
Mal gereinigt. Schliefdich wird die DNA mit 200 pl Wasser fir 2 min bei 16000 x g
zentrifugiert und eluiert. Die mittlere Konzentration der DNA-L6sungen war 27 ng
DNA/pl.
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23 PCR

2.3.1 Standard-PCR

Zur Amplifikation der DNA-Frequenzen wurde die Polymerase-K etten-Reaktion (PCR)
(PCR-Maschine T-Gradient Thermoblock®: Biometra) durchgefiihrt. Die Primer wur-
den durch Oligo 6,0° (Primer Analysis Software, Insights) gewahlt (Tabelle 1). Bei der
Wahl der Primer wurden Primer mit &hnlicher Annealing (Anheften der Oligonukleoti-
de)-Temperatur erstellt, so dald die Mdglichkeit bestand, mehrere Fragmente in einer
Reaktion zu amplifizieren (Multiplex-PCR).

Tabdle1: Primer

Interleukin-6 -174 G/C 5-GGG GGC TGC GAT GGA GT-3

5-CCT GGA GGG GAG ATA GAG C-3

Fibrinogen -455 G/A 5-TAC TGG GAT TTG GAT TAC TGA CTG-3

5-AAA CTA CACAAGCTCCGA AAGA-3

Fibrinogen -854 G/A 5-TAC TGG GAT TTG GAT TAC TGA CTG-3’
5-AAT GAG GCC CAT TTT CCT TGA ATT-3

GPI1b 2622 T/G (lle 843 Ser) 5-GGC CCC AGA CCA ACC AC-3

5-TCA GCT CAC CCC AGA CACAAG-3

GPIl12196 T/C (Leu 33 Pro) 5-TCC CCT TTC TGT ACA ACG GTC CTA-3

5-GTA CTC GGG CCT CACTCA CTG-3

Das Grundschema fir den Ansatz einer Standard-PCR bestand aus 1x PCR-Puffer
(50 mM KCL, 1,5 mM TrissHCL und 1.5 mM MgCl) (Eppendorf), 1,2 uM dNTP (Ep-
pendorf), 1 U Platinum Tag-DNA-Polymerase (Gibco BRL, Life Technologies), 0,4 uM
jedes Primers, ca. 27 ng DNA-Template. Ein Ansatz hatte ein Endvolumen von 25 pl.
Die optimale Annealing-Temperatur und Zyklenanzahl fur die jeweiligen Oligonukleo-
tidenpaare wurde ausgetestet. Das Grundschema fur PCR besteht aus Denaturierung,
Annealing und Elongation zu neuen Doppel strangen.
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Denaturierung 95 °C fir 3 min
U
Denaturierung 95 °C fir 30 sec.

U
Annealing-Temperatur fir 30 sec. je nach Zyklenanzahl

U
Elongation 72 °C fiir 40 sec.

J
Nachlauf. 72 °C fir 7 min

Nach Vorheizen der PCR-Maschine wird die DNA zunéchst bel 95 °C zu Einzelstréan-
gen denaturiert. Danach wird die Losung auf die Annealing-Temperatur abgekihlt, so
dal3 sich zwei Oligonukleotide aneinanderlagern, die der Sequenz der beiden Einzel-
strénge komplementér sind. Durch DNA-Polymerase werden die beiden Einzelstrange
bei 72 °C zum jeweiligen Doppelstrang komplementiert (Elongation). Anschlief3end
wiederholt sich dieser Reaktionszyklus und die DNA-Fragmente werden exponentiell

amplifiziert.

2.3.2 Multiplex-PCR

Unter ,,Multiplex-PCR* versteht man eine PCR, bei der mehrere Fragmente in einer
PCR-Reaktion amplifiziert werden. Dadurch erscheinen auf dem Elektrophorese-Gel
unterschiedliche DNA-Fragment-Banden. Es werden mehrere Primerpaare in eine PCR-
Reaktionslosung gegeben.

Die Schwierigkeit in dieser Methode liegt darin, dal die Primerpaare jeweils unter-
schiedliche optimale Annealing-Temperatur besitzen und, je nach Reaktionsbedingung,
auch unterschiedliche Affinitdt zu den jeweiligen komplementéaren DNA-Fragmenten
zeigen. Daraus resultieren unterschiedliche starke Banden auf dem Agarose-Gel. Ein
weiteres Problem ist, dal?3 die Banden nach dem Verdau mit einer Restriktionsendo-
nuklease, bel @nlicher Fragmentgrof3e auf dem Agarose-Gel schwer zu unterscheiden
sind.

Als erster Schritt wird, wie schon oben geschrieben, die optimale Bedingung fur alle
individuelle Primerpaare gesucht. Die Temperatur fir Annealing und Elongation werden
angepal’t bis die Produkte der allen Primerpaare ahnlich dicke und deutliche Bande zei-
gen. Dann versucht man eine Multiplex-PCR mit allen Primerpaare zuerst in gleicher
Konzentration. Je nach Unterschied der Dicke der individuellen Banden |, titriert man
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Primerkonzentration, Annealing-Temperatur und Elongationszeit in Abstand von je-
weils 0,1-0,2 uM, 1 °C und 30 Sekunden bis alle Banden optimal zu sehen sind.

Ein PCR-Ansatz fur Multiplex-PCR bestand aus 1 x PCR-Puffer (50 mM KCL, 1,5 mM
TrisHCL und 1.5 mM MgCl) (Eppendorf), 1,2 uM dNTP (Eppendorf, Hamburg, Ger-
many), 1 U Platinum Tag-DNA-Polymerase (Gibco BRL, Life Technologies), Primer
nach Titration (siehe Ergebnis), ca. 80 ng DNA-Template. Ein Ansatz hatte in ein End-

volumen von 50 pl.

2.3.3 Mismatch-PCR

Um die Diagnose des Polymorphismus Fibrinogen -854 G/A mit einer Restriktionsen-
donuklease zu stellen, war es unbedingt nétig, eine passende Schnittstelle zu finden. Es
gibt jedoch keine Restriktionsendonuklease, die genau an der Stelle des Polymorphis-
mus Fibrinogen -854 G/A schneidet. Um dieses Problem zu I6sen, habe ich versucht,
bei der Amplifikation mit der PCR eine solche Stelle neu zu schaffen, in dem ich einen
modifizierten Primer benutzte. Die Restriktionsendonuklease EcoR | schneidet die fol-
gende Stelle.

5..GY AATT C...3
3...C TTAAAG...5

wihrend die tatséchliche Sequenz der zu amplifizierenden Stelle

5..GY AAAT G...3
3...C TTTAAC...5

ist. Um die gewiinschte Schnittstelle fiir die Restriktionsendonuklease EcoR I herzustel-

len, wurde deswegen das folgende Primerpaar benutzt:

5-TAC TGG GAT TTG GAT TAC TGA CTG-3’
3-TTAAGT TCCTTT TAC CCG GAG TAA-5

Beim Annealing sollte dann diese Stelle umschrieben werden, damit sie von EcoR |

erkannt wird. Wenn die zu untersuchende DNA Guanin an dieser Stelle hat, sollte diese
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Stelle geschnitten werden und wenn diese Stelle Adenin hat, sollte diese Stelle nicht

geschnitten werden.

24 Verdau

Fur die Erkennung der einzelnen Polymorphismen habe ich mit Restriktionsendo-
nukleasen (Tabelle 2) die entsprechenden Stellen geschnitten (oder nicht geschnitten),
damit man auf dem Agarose-Gel anhand des Bandmusters die Polymorphismendiagnose
stellen konnte.

Die verwendeten Restriktionsendonuklease waren SfaN | fir Interleukin-6 -174 G/C,
Hae 1l fur Fibrinogen -455 G/A, EcoR | fur Fibrinogen -854 G/A, Fok | fur GPIlb 2622
T/G (lle 843 Ser) und Msp | fur GPIlla 196 T/C (Leu 33 Pro) (alle Enzyme von New
England Biolabs).

Tabdle 2: Schnittstelle der Restriktionsendonuklease

SfaN | 5"...GCATC(N)s'...3
Interleukin-6 -174 G/C 3"...CGTAG(N)oa...5
Haelll 5..GGYCC...3
Fibrinogen -455 G/A 3'...CCaGG...5

EcoR | 5...GYAATT C...3’
Fibrinogen -854 G/A 3"...C TTAAAG...5
Fok | 5...GGATG(N)g ¥...3’
GPIIb 2622 T/G (lle 843 Ser) 3"...CCTAC(N)13a...5
Msp | 5..CYCG G...3
GPI11a196 T/C (Leu 33 Pro) 3"...G GCaC...5
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Die Verdauldsungen (Tabelle 3) wurden bel 37 °C tber Nacht inkubiert.

Tabelle 3: Verdauldsungen

Fibrinogen -455 G/A

Haelll 20U
10 x NE Puffer 2° 1x
Multiplex-PCR Produkt Ca. 540 ng

GPIIb 2622 T/G (Ile 843 Ser)

Fok | 20U
10 x NE Puffer 4° 1x
Multiplex-PCR Produkt Ca. 540 ng

GPI11a196 T/C (Leu 33 Pro)

Msp | 20U
10 x NE Puffer 2° 1x
Multiplex-PCR Produkt Ca. 540 ng

I nterleukin-6-174 G/C

SfaN | 30U

10 x NE Puffer 2° 1x

PCR Produkt Ca. 1,05 ug
Fibrinogen -854 G/A

EcoR | 30U

10 x NE Puffer Eco RI® 1x

PCR Produkt Ca. 1,05 ug
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2.5 Ethanolfallung

Die verdaute DNA wurde durch Ethanolféllung aufkonzentriert. 200 ul Verdauprodukt
wurde mit -20 °C kaltem Ethanol und 20 pl Natriumacetat 3 M (pH 5,2) versetzt und
kurz gevortext. Danach wurde die Losung fir 10 Minuten bei -80 °C gekihlt und gleich
im Anschluf? bei 5 °C fur 60min mit 16000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde ab-
gegossen und das Pellet mit 300 pyl -20 °C kaltem 70 %igen Ethanol gewaschen und
erneut bei 5 °C mit 16000 x g fur 20 Minuten zentrifugiert. Dekantieren des Uberstan-
des und erneutes Waschen mit 300 pl 70 %iger, -20 °C kalter Ethanollésung. Erneut
zentrifugieren bei 5 °C fur 20 Minuten mit 16000 x g. Der Uberstand wurde erneut ab-
gegossen und das Minitube mit der Offnung nach unten iber Nacht bei 4 °C getrocknet.
Das makroskopisch nicht sichtbare Pellet blieb so ausreichend feucht, damit die DNA
nicht untrennbar miteinander verklebte. Am Ende wurde das Pellet im 8 pl destilliertem
Wasser Uber 3 Stunden im Thermomixer bel Raumtemperatur unter sténdiger Bewe-

gung eluiert.

2.6 Elektrophorese

Um die verschiedenen Polymorphismen zu unterscheiden, wurden die Restriktions-
fragmente der PCR-Produkte nach dem Prinzip des Restriktionsfragment Langenpoly-
morphismus (RFLP) getrennt und sichtbar gemacht. Als Gel nahm ich 2 %iges Agaro-
se-Gel (Seakam LE®: Biowhittaker Molecular Applications) mit 1x TBE und 1 pg/mi
Ethidiumbromid. Ethidiumbromid fluoresziert nach Bindung an DNA-Doppelhelix un-
ter UV-Licht intensiv und dient zur Darstellung der Banden. Da die erwarteten Banden
in den Grof3enbereich von zwischen ca. 100 und 600 Basepaaren (Bp) lagen, wurde als
GroRenmarker die 100 Bp-Leiter (Gibco BRL, Life Technologies) benutzt. Die Span-
nung des Elektrophoresegerates (Sub-Cell® GT: Bio-Rad, Life Science) ist 3 V/cm, die
Laufzeit war je nach Grol3e der erwarteten Banden 60 bis 180 Minuten. Anschlief3end

wurde das Agarose-Gel auf den UV-Lichtmonitor gebracht und die Banden identifiziert.

2.7 Southern-Blot

Zur selektiven Darstellung der Multiplex-PCR wurden die durch Agarosegel-
Elektrophorese der Grolde nach aufgetrennten Fragmente mittels des ,,Southern-Blot™

Verfahren auf eine Nitrozellulosemembran iibertragen und die einzelnen Fragmente

21



Material & Methode

durch Hybridisierung mit radioaktiv markierten Primern des jeweiligen Produktes hy-
bridisiert.

Nachdem die DNA-Fragmente in einem Agarose-Gel aufgetrennt wurden, wird das Gel
mit alkalischer Losung (1,5 M NaCl, 0,5 M NaOH) behandelt, um die DNA zu denatu-
rieren. Nach Denaturierung der DNA wurde die Nitrocellulosemembran (Parablot®,
MACHEREY-NAGEL) unmittelbar auf das Gel gelegt. Als Transferpuffer wurde 20 x
SSC verwendet. Nach erfolgreichem Transfer wurde die Membran vorsichtig vom Gel
gelost und in 1,5 M Tris-HCI (pH 7,5) neutralisiert. Nachdem man die Membran gut mit
2 x SSC gewaschen hat, trocknete man es bel Raumtemperatur auf einem Filterpapier.
Zum Schluf3 wurden die DNA-Fragmente durch UV-Licht auf die Membran fixiert
(UV-Stratalinker 1800 ®, Stratagene).

2711 Primer-Markierung

Die Oligonukleotide wurden an ihrem 5 -Ende mit einem radioaktiven Phosphorisotop
(**P) (Amersham Biosciences) markiert. Durch die T4-Polynukleotidkinase wurde das
¥p in y -Stellung eines Adenosintriphosphats (*3P) an den 5° OH-Rest eines DNA-
Stranges angehéngt. Die Reaktion lief in 1 x T4-Polynukleotidekinase (PNK) Puffer
(Promega) mit Endkonzentration von 1 mM Oligonukleotiden, 50 uCi vy -¥p ATP und
1 Unit/pl T4 PNK in 10 pl Wasser fur 15 Minuten bei 37 °C. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von 40 pl TE-Puffer beendet und die radioaktiv markierten Oligonukleotide
wurde mittels Sephadex-G25 Quick-Spin-Saule® (Boehringer Mannheim Corporation)
nach Angabe der Hersteller aufgereinigt. Dabei handelte es sich um ein Filtersystem aus
Harz und Silikamembran, das die DNA bis zu einer Grof3e von 10 Bp tGberwiegend eli-
minierte und so die Aufreinigung der radioaktiv markierten Oligonukleotide von y->2P-
ATP ermdglichte. Die spezifische Aktivitét der markierten Oligonukleotide lag immer
tber 10" Impulsen/min/pmol Oligonukleotid.

2.7.1.2 Hybridisierung und Autoradiographie

Die ,,abgeklatschte (geblottete) Nitrozellulosemembran wurde in eine Losung mit einer
¥p radioaktiv markierten DNA-Sonde eingetaucht. Dabei wurden Salzkonzentration
und Temperatur so gewahlt, dal3 die Wasserstoffbriicken zwischen dem as Sonde fun-
gierenden Einzelstrang und dem komplementéaren DNA-Fragment optimal stabilisieren
konnten. Fragmente, mit denen die Sonde hybridisierte, wurden durch Autoradiographie
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sichtbar gemacht. Die Nitrozellulosemembran wurde zuerst in die mit 2 x SSC gefillte
Hybridisierungsréhre geschoben und dann wird 2 x SSC abgegossen. 5 ml Hybridisie-
rungslosung (0,6 M NaCl, 0,12 M Tris, 4 mM EDTA, 4,4 mM Na-Pyrophosphat, 0,2 %
SDS, ca 3,3 uM Heparin) wurde im Anschluf3 hinzugeftigt und 30 min bei 42 °C unter
standiger Bewegung vorinkubiert (Hybridisierungsofen OV 5°: Biometra). 10" Impul-
se/min/ml radioaktiv markierte Oligonukleotide wurden als komplementdrer DNA-
Strang zugegeben und Uber Nacht bei 42 °C unter sténdiger Bewegung hybridisiert.
Dann wurde die Nitrozellulosemembran mit 2 x SSC und 0,1 %igem SDS fur jewells 10
min bei Raumtemperatur, bei 55 °C und bei 60 °C gewaschen. Die radioaktiv markier-
ten Banden wurden mit einem Phosphorimager (BAS2000°, Fuji Photo Film) darge-
stellt und das digitale Bild mit der Tina-Software (Version 2.10h®: Raytest) bearbeitet.

2.8 Statistische Auswertung

2.8.1 Untersuchte Patienten

Die untersuchten Patienten wurden im Zeitraum zwischen dem 14.03.2000 und dem
28.08.2000 in die Srokeunit des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf aufge-
nommen. Bei diesen Patienten wurde wahrend des Krankenhaus-Aufenthaltes der klini-
sche Verlauf anhand des Scandinavian Stroke Score (Scandinavian-Stroke-Study-
Group, 1985; Scandinavian-Stroke-Study-Group, 1987; Scandinavian-Stroke-Study-
Group, 1988) dokumentiert (Tabelle 6). Die regelmaliig erhobenen Labortwerte (Fibri-
nogen, Quickwert, Plasma-Thrombinzeit (PTZ), aktivierte partielle Thromboplastinzeit
(aPTT), Leukozytenzahl, Hamatokrit (Hkt), C-Reaktives-Protein (CRP)) als auch die
Ergebnisse des kranialen Computertomogramms, der Doppler- und Duplexsonografie
der hirnversorgenden Arterien, des Elektrokardiogramm (EKG) und weiterer Diagnostik
(Computer Tomographie (CT) , Magnet Resonanz Tomographie (MRT), transthorakale
Echokardiographie (TTE), transbsophagedle Echokardiographie (TEE) wurden der
Krankenakte entnommen.

Ferner wurden das Alter und das Geschlecht der Patienten, der Zeitpunkt des Schlagan-
falls, die Sicherheit der Ereigniszeit, der Zeitraum bis zur Aufnahme, die Durchfihrung
einer Lysetherapie, die betroffenen Gefalie, die Risikofaktoren, die Vorerkrankungen,
die vom Patienten eingenommenen Medikamente, das Vorliegen einer Infektion bei
Einlieferung und der Temperaturverlauf wahrend des Klinikaufenthaltes registriert. Die

23



Material & Methode

Ergebnisse der bildgebenden und sonographischen Untersuchungen als auch des EKG
wurden zur Einteilung der Schlaganfalltypen geméald der TOAST-Kriterien (Adams et
al., 1993; Gordon et a., 1993) verwandt (Tabelle 4).

2.8.2 TOAST-Kriterien

Um die Untergruppierung der ischamischen Schlaganféllen zu standardisieren, wurden
die TOAST (The Trial of ORG 10172 in Acute Stroke Treatment)-Kriterien (Adams et
al., 1993; Gordon et al., 1993) verwendet (Tabelle 4). Die Atiologie der ischamischen
Schlaganfélle hat grof3en Einfluld auf deren Prognose, Verlauf und das therapeutische
Vorgehen. In den TOAST -Kriterien wird die Ursache der ischamischen Schlaganfélle
in funf Untergruppen unterteilt. 1. Zerebrale Ischamie durch Atherosklerose der grofien
hirnversorgenden Arterien. 2. Zerebrale Ischamie durch kardiale Embolie. 3. Zerebrale
Ischamie durch Mikroangiopathie. 4. Zerebrale I schamie anderer Atiologie. 5. Zerebrale
Ischamie unbestimmbarer Atiologie. Die Diagnose wird auf Basis klinischer Befunde,
Anamnese und bildgebende Untersuchungen gestellt, wobei die Arzte je nach ihrer Si-
cherheit der Diagnose das Adjektiv ,,mogliche® und ,,wahrscheinliche* angeben konnen.
Der Vorteil an diesen Kriterien ist einfache Verwendbarkeit und gute Ubereinstimmung

zwischen verschiedenen Untersuchern.

2.8.3 Scandinavian Stroke Scor e (SSS)

Der Scandinavian Stroke Score (SSS) (Scandinavian-Stroke-Study-Group, 1985; Scan-
dinavian-Stroke-Study-Group, 1987; Scandinavian-Stroke-Study-Group, 1988) dient
der Erfassung des Schwergrades und zur Verlaufsdokumentation nach einem Schlagan-
fall. Insbesondere Patienten mit einem wechselnden Defizit werden hiermit erfafdt. Die
Kraftprufung betrifft die betroffene Seite. Eine im Verlauf steigende Punktzahl doku-
mentiert Besserung, eine sinkende Punktzahl dagegen eine Verschlechterung. Es sind
maximal 58 und minimal 2 Punkte mdglich. Dabel werden Bewul3tseinslage, Augenbe-
wegung, Kraft des Armes, Kraft der Hand, Kraft des Beins, Orientierung zur Person,
Zeit und Ort, Sprache, Fazialisparese und Gehfahigkeit beurteilt (Tabelle 5).
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Tabdle4: TOAST-Kriterien

1. Wahrscheinliche zerebrale Ischamie durch Atherosklerose der grof3en hirnver-
sorgenden Arterien

11

Klinik

Kortikale Symptome: Aphasie, Neglect usw.
Hirnstammsymptomatik

Claudicatio intermittens

TIAs im selben Gefélversorgungsgebiet

12

Bildgebung

Kortikale Beteiligung oder Hirnstamm- oder Subkortikaler Infarkt > 1,5 cm

13

Doppler-/Duplexsonografie/ Angiographie

Stenose > 50% der versorgenden extrakraniellen oder intrakraniellen Arterie

14

Ferner
Kein Hinwe's auf Risikofaktor fur kardiale Embolien

2. Wahrscheinliche zerebrale | schamie durch kardiale Embolie

21

Kardiale Emboliequelle

21.1

Emboliequelle mit grofem Risiko

21.2.

M echanische prothetische Herzkl appe
Mitral stenose mit V orhofflimmern
Vorhofflimmern (anderes al's idiopathi sches V orhofflimmern)
Links atrialer/atriaer flottierender Thrombus
Sick Sinus-Syndrom
Anamnestische Myokardinfarkt(<4 Wochen)
Links ventrikul&rer Thrombus
Dilatative Kardiomyopathie
Akinetisches linkes Kammersegment
Vorhofmyxom
Endokarditis durch Infektion

Emboliequelle mit mittlerem Risiko

Mitralklappenprolaps
Mitralklappenringverkalkung

Mitral stenose ohne Vorhofflimmern

Links atriale Turbulenz

V orhof septumaneurhysma

PFO (Persistierendes Foramen Ovale)
Vorhofflattern

I diopathisches Vorhofflimmern
Bioprothetische Herzkl appe

Nicht bakterielle thrombotische Endokarditis
Stauung durch Herzinsuffizienz
Hypokinetische linke Kammersegment
Anamnestische Myokardinfarkt( > 4Wochen, <6M onaten)
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Tabdle 4 (Fortsetzung): TOAST-Kriterien

2.2 Anamnese

e TIA oder Schlaganfall in mehr al's einem Gefél3versorgungsgebi et
o Systemische Embolie

2.3 Bildgebung
e Sehel3

2.4 Ferner

e Ausschluld der potentiellen Emboliequelle der Atherosklerose der grof3en
hirnversorgenden Arterien

3. Zerebralelschdmiedurch VerschlulR kleiner Arterien

3.1 Klinik
o Klassischeslakunéres Syndrom (pure motor stroke, pure sensory stroke)
o Kaein zerebrales kortikales Symptomatik (Aphasie, Neglect, Apraxie usw.)

3.2 Anamnese
o Diabetes mellitus
o Avrterielle Hypertonie

3.3 Bildgebung

e Normales CT/MRT Befund oder subcortikale hemisphérische Lasion unter
Durchmesser 1,5cm

34 Ferner
o Ausschlu3 einer potentielle kardiale Emboliequelle

o Keine mehr as 50%ige Stenose intra- bzw. extrakranieller hirnversorgender
Arterien

4. Zerebrale lschamie anderer Atiologie

4.1  Bildgebung
e Akuter ischamischer Schlaganfall

42 Ferne
o Bluttest/Serologie ergibt Hinweis auf anderweitige Atiologie (Vaskulitis,
K oagul opathie)
o Arteriographie ergibt Hinweis auf nicht atherosklerotische Geféal3pathologie
o Ausschluld kardioembolischer/ arterioarterieller Genese

5. Zerebrale | schamie unbestimmbarer Atiologie

e Untersuchungen zu unvollstandig fir eine mogliche Atiologie
e Bei vollstandigen Untersuchungen keine Atiologie moglich
e Mehr as eine Atiologie moglich

6. Mdgliche gegen wahr scheinliche Ursache

o Nur mittlerer Risikofaktor fir Kardioembolie, sonst keine pathologischen
Befunde bei kompletten Untersuchungen (gilt fur 2)

o Riskofaktor gefunden (Stenose, Herzinfarkt etc.), Klinik und Bildgebung
entsprechend, kein Ausschlul andere Atiologie (gilt fiir 1 und 2)

e Klinik und Bildgebung entsprechend, kein Ausschluld von Stenosen oder
kardialer Emboliequellen (gilt fir 3)
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Tabelle 5: Scandinavian Stroke Scor e (SSS)

1 Bewultseindage Punkte
. Wach 6
« Somnolent/Orientiert 4
« Somnolent/Nicht orientiert 2
2  Augenbewegung Punkte
o Ungestort 4
« Blickl&hmung 2
« Symmetrische Blickabweichung 0
3  Kraft Arm Punkte
« Normal 6
« Heben Uber die Horizontale moglich 5
« Heben bis zur Horizontalen und Beugung 4
« Bewegen ohne Schwerkraft moglich 2
. Plegie 0
4  Kraft Hand Punkte
« Norma 6
« Minderbewegung, aber kompletter Faustschluf® maglich 4
« Minderbewegung, aber kompletter Faustschlufd nicht mdglich 2
. Plegie 0
5 Kraft Bein Punkte
« Norma 6
« Minderbewegung, aber volles Bewegungsausmald méglich 5
« Minderbewegung, aber Kniebewegung im Bett mdglich 4
« Bewegung ohne Schwerkraft moglich 2
. Plege 0
6 Orientierung Punkte
e Zur Person, Zeit und Ort 6
o Zwei der 0.g. Parameter 4
« Einen der 0.g. Parameter 2
« Desorientiert 0
7 Sprache Punkte
. KeneAphase 10
« Eingeschrankter Sprachgebrauch 6
« Keine Sétze, aber mehr ds Jaund Nein 3
« Ja/Nein oder weniger 0
8 Fazialisparese Punkte
. Kene 2
« Vorhanden 0
9 Gang Punkte
« Finf Meter ohne Hilfe 12
« Mit Hilfe 9
. Mit Hilfe einer anderen Person 6
« Sitzen ohne Hilfe 3
. Bettlagerig 0
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3 Ergebnisse

31 PCR

3.1.1 Standard-PCR

In der Standard-PCR der einzelnen Genfragmente wurde die optimale Annealing-
Temperatur und die Anzahl der Zyklen fir die jeweiligen Primerpaare festgestellt. Die
optimale Annealing-Temperatur war fur IL-6 -174 G/C 65 °C, fur Fibrinogen -455 G/A
55 °C, fur Fibrinogen -854 G/A 50 °C fur GPlIb 2622 T/G 65°C und fur GPllla 196
T/C 60 °C. Die optimale Zyklenanzahl lag zwischen 35 und 40, wobel sich bei htherer
Zyklenanzahl eine starkere Anfdligkeit fur Kontamination darstellte. In der Abbildung
1 sieht man die Banden der Genfragmente, die durch Standard-PCR im Einzelnen am-
plifiziert wurden. Neben den einzelnen Relthen sieht man die jeweiligen Negativkontrol-

len. Die Banden im Bereich unter 100 Basenpaaren (Bp) sind die Oligonuklectide.

IL.-6 Fih.-455 _Fih. 854 GPIIh GPIIa

Abbildung 1: Standard-PCR Von links nach rechts: 1L-6 -174 G/C (552 Bp), Fibrinogen -455 G/A
(669 Bp), Fibrinogen -854 G/A (132 Bp), GP 11b 2622 T/G (383 Bp), GP l11a 196 T/C (278 Bp). An be-
den Enden 100 Bp Leiter. Die dicke Bande in der Leiter entspricht 600 Bp.

3.1.2 Multiplex-PCR

Um die Anzahl der einzelnen PCR mdglichst gering zu halten, sollte nun versucht wer-
den, die Amplifikation mehrerer Fragmente im Sinne einer Multiplex-PCR zu kombi-

nieren. Nach den Daten aus den Standard-PCR wurde Multiplex-PCR mit den Primer-
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paaren von Fibrinogen -455 G/A, GPllb 2622 T/G und GPllla 196 T/C durchgefihrt.
Die optimale Annealing-Temperatur war 55 °C, die Zyklenanzahl 40. Die Spannung des
Elektrophoresegerates war 3 V/cm, die Laufzeit 60 Minuten. Wegen der unterschiedli-
chen Affinitét zum DNA-Template wurde die Konzentration der einzelnen Primerpaare
titriert. Durch ,,Titration® stellte sich das Primerverhéltnis von 25 pM, 4 pM, 2 pM als

optimal heraus.

Das Programm fiir Multiplex-PCR war:

Denaturierung 95 °C fiir 3 min

Denaturierung 915l oC fur 30 sec.

Annealing 60 °CUfUr 30 sec. x39
Elongation 72 °Cl:l fur 40 sec.

Nachlauf. 72 °leJUr 7min

Die DNA-Konzentration in den Produkten der Multiplex-PCR in diesem Schema war
im Durchschnitt ca. 140 ng/pl.

In der Abbildung 2 sient man das Gel. Die Banden zeigen von oben nach unten Fibrino-
gen -455 G/A (669 Bp), GPI1b 2622 T/G (383 Bp), GPIl1a 196 T/C (278 Bp). Die erste
Reihe (ganz links) ist die Positivkontrolle, die letzte (ganz rechts) die Negativkontrolle,
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Abbildung 2: Multiplex-PCR von 12 Schlaganfallpatienten Die Banden von oben nach unten; Fibri-
nogen -455 G/A (669 Bp), GP |Ib 2622 T/G (383 Bp), GP Il1a 196 T/C (278 Bp). Ganz unten sind die
Banden von Oligonukleotiden zu sehen. An beiden Enden sind 100 Bp Leitern zu sehen. Die dicke Bande
in der Leiter entspricht 600 Bp.

3.2 Kasuistik

Mit der Zustimmung der Patientin ED, die in der Einleitung erwahnt wurde, wurde ihre
DNA aus EDTA-BIut isoliert. Die funf Gene, fUr die eine Modulation der Fibrinogen-
synthese oder der prokoagulatorischen Wirkung des Fibrinogens gezeigt wurde, wurden
mittels PCR amplifiziert und mit den Restriktionsenzymen SfaN | (IL-6 -174 G/C), Hae
[11 (Fibrinogen -455 G/A), Fok | (GPIIb 2622 T/G) und Msp | (GPll1a 196 T/C) verdaut
und auf einem Agarose-Ge elektrophoretisch aufgetrennt (Abbildung 3). Anhand des
Schnittmusters konnten die jeweiligen Genotypen zu-geordnet werden. Zur Kontrolle
wurden die Fragmente zusétzlich sequenziert.

In der Abbildung 3 ist zu sehen, dal3 die Patientin ED homozygot fir das C-Allel des
Polymorphismus -174 G/C im Promotor des Interleukin-6-Gens ist. Das Restriktionsen-
zym SfaN | schneidet nur bei einem Nukleotidensequenz von ,,5"...GCATC(N)s" ...3".
Bei einem Homozygot fiir das C-Allel ist diese Sequenz in der komplementdren DNA

5 ...GCATG(N)s" ...3" so daf diese Stelle nicht geschnitten werden kann.
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1I-6 -174 C/C
(forward)
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(forward)
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Template -
Msp | - -
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Fibrinogen -854 G/A
(forward)
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Abbildung 3: Verdau der Patienten-DNA ED und einer Kontroll-DNA nach Amplifikation mit den be-
zeichneten Restriktionsenzymen. An beiden Seiten sind die entsprechenden Sequenzen dargestellt. Bei

Fibrinogen -854 G/A ist die PCR nicht gelungen.

Fibrinogen -854 G/G
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Die Patientin ist homozygot fur das G-Allel des Polymorphismus -854 G/A und hetero-
zygot fur den Polymorphismus -455 G/A im Promotor der 3-Kette des Fibrinogens. Bel
dem Fibrinogen -854 G/A Polymorphismus wurde eine Mismatch-PCR versucht, auf
welche spéter detailliert eingegangen wird. Die Diagnose des Polymorphismus in der
Kasuistik wurde, da die PCR nicht wie gewlnscht gelang, per Sequenzierung festge-
stellt (Abbildung 3). Bel Homozygoten fir das G-Allel des Polymorphismus -455 G/A
ist die Bande von 539 Bp nicht zu sehen. Die Stelle ,5...GGYCC...37 wird komplett
geschnitten, wihrend es bei der heterozygoten Kontrolle nur teilweise geschnitten wird.
Die Genotypisierung des Polymorphismus Isoleucin 843 Serin der schweren Kette des
GPIIb ergab Homozygotie fiir T (Isoleucin), was zu einer verstirkten Fibrinogenbin-
dung fiihren soll (Michelson et al., 2000). Auch hier wird die komplementire Verdau-
stelle ,,3"...CCTAC(N)13a...5™" komplett verdaut, was sonst zu einem Verbleiben des
Bandes 277 Bp fiihren wiirde, wie es bei der G (Serin) homozygoten Kontrolle der Fall
ist.

Das einen weiteren Risikofaktor darstellende P1A2-Allel des GPIlla war nicht nach-
weisbar. Die Patientin ED ist homozygot fiir T (Leucin) an dieser Stelle. Das 278 Bp
Fragment wird nicht geschnitten. Die Homozygotie flir PIA2-Allel des GPIlIa ist in der
mitteleuropdischen Bevolkerung sehr selten und betridgt ca. 2 % (Unkelbach et al.,
1995).

Die Ergebnisse des Restriktionsverdaus wurden durch Sequenzierung der PCR-Produkte
iiberpriift. Diese stimmten mit den Ergebnissen der Restriktionsanalyse iiberein (Abbil-

dung 3).
3.3 Genotypisierung von Patienten mit einem akuten ischamischen Schlaganfall

3.3.1 Untersuchte Patienten

Zuerst wurden die Akten von 96 Patienten aus der Strokeunit des Universitatsklinikums
Hamburg-Eppendorf, die zwischen dem 14.03.2000 und dem 28.08.2000 eingeliefert
wurden, untersucht. Davon wurden insgesamt 23 Patienten aus der Studie ausgeschlos-
sen. Bei 3 Patienten waren die Krankenakten fir unseren Zweck nicht ausreichend de-
tallliert dokumentiert, 9 Patienten hatten keinen Schlaganfall (Motorradunfall, Myasthe-
nia gravis, Migrane, Meningeosis carcinomatosa usw.), 4 Patienten hatten nur eine
Transitorische Ischdmische Attacke (TIA) ohne Schlaganfall im eigentlichen Sinne und
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4 Patienten hatten einen hdmorrhagischen Infarkt. Die letzten beiden Gruppen wurden
zum besseren Vergleich von dem Patientenkollektiv aus-geschlossen. Ebenso ausge-
schlossen wurden 2 Patienten, die erst Wochen nach dem Schlaganfall aufgenommen
wurden. 1 Patient wurde im Zeitraum nach der Entlassung erneut aufgenommen und
wurde statistisch nur einmal mitgezahlt.

Von den 73 Schlaganfallpatienten waren 40 mannlich, 33 weiblich, das Durchschnittsal-
ter der Gesamtgruppe war 64,3 £ 14,4 Jahre, der mannlichen Patienten 60,8 + 14,4 Jah-
re, der weiblichen Patienten 68,5 + 13,4 Jahre. Bel Einteilung der Schlaganfalltypen
nach den TOAST-Kriterien (Kapitel 2.8.2) hatten 20 Patienten einen Schlaganfall kar-
dioembolischer Genese, 16 Patienten einen Schlaganfall atherothrombotischer Genese,
13 Patienten einen Schlaganfall lakundrer Genese, 20 Patienten einen Schlaganfall un-
bestimmbarer Genese, 4 Patienten hatten einen Schlaganfall sonstiger Genese (3 Verte-
bralisdissektionen, 1 Vaskulitis). Die Zeit vom Schlaganfall bis zur Klinikaufnahme
entsprach 17,8 = 19,4 Minuten. Zusdétzlich wurden SSS der Aufnahme, Anzahl der Pati-
enten, die eine Lysetherapie bekommen haben, die Differenz des SSS bel Entlassung
und Aufnahme (ASSS) mit und ohne Lysepatienten, Anzahl der Patienten mit TIA und
Infarkt in der Anamnese fur jeden Typ der Polymorphismen Fibrinogen -455 G/A,
GPIIb 2622 T/G und GPl11a 196 T/C errechnet und verglichen (Tabelle 6, 12, 16).

Auf die Untersuchung des Interleukin-6 Polymorphismus mufdten aus Kostengriinden
des teueren Enzyms Sfa NI verzichtet werden.

3.3.2 Polymorphismus Fibrinogen -455 G/A

3.3.21 PCR und Genotypbestimmung

Beim Polymorphismus Fibrinogen -455 G/A konnte ich alle zu untersuchende Segmen-
te erfolgreich durch die PCR amplifizieren. Nach der PCR wurde das Multiplex-PCR-
Produkt mit der Restriktionsendonuklease Hae |11 verdaut und die Verdauprodukt auf
dem Agarose-Gel durch die Elektrophorese getrennt. Dabei zeigten sich die Banden 539
Bp und 383 Bp klar auf dem Gel, so dal3 man die Diagnose des Genpolymorphismus auf
dem Gel problemlos stellen konnte. Man sah bei den G-Homozygoten nur die 383 Bp
Bande, bei A-Homozygoten nur die 539 Bp Bande und beide Banden bel den Heterozy-
goten (Abbildung 4).
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-539

-383

bp

Abbildung 4: Fibrinogen -455 G/A Verdau des Produktes einer Multiplex-PCR mit der Restriktionsen-
donuklease Hae I11 auf einem Agarose-Gel. Verdaumuster von Polymorphismus Fibrinogen -455 G/A.

3322 Unter den A-Allel-Tragern kommt das mannliche Geschlecht signifikant
haufiger vor. Altersdurchschnitt, Scandinavian Stroke Score (SSS) bel
Aufnahme und Variabilitdt des Scandinavian Stroke Scores (ASSS) war
nicht statistisch signifikanter unterschiedlich zwischen G-Homozygoten
und A-Allel-Tragern

Von den 73 untersuchten Patienten waren 51 G-homozygot (70 %) (25 méannlich/26
weiblich), 20 heterozygot (27 %) (13 méannlich/7 weiblich) und 2 A-homozygot (3 %)
(2 mannlich/O weiblich). Dieses entsprach 22 A-Allel-Trager (30 %) (15 ménnlich/7
weiblich).

Um zu Uberprifen, ob bei einem Alleltyp eine Geschlechtshdufung vorkommt, wurde
die Anzahl der ménnlichen und weiblichen Patienten von den G-Homozygoten (25
mannlich/26 weiblich) und A-Alle-Tragern (15 mannlich/7 weiblich) durch den Chi-
square Test statistisch verglichen. Es zeigte sich, dal3 unter den A-Allel-Trégern das
méannliche Geschlecht signifikant haufiger vorkommt (p = 0,019) (Tabelle 6).

Weliter wurden die G-Homozygoten und A-Allel-Trager in den folgenden Punkten ver-
glichen; 1. Altersdurchschnitt (,,Bekommen die A-Allel-Trager im jlingeren Alter einen
Schlaganfall?*), 2. Scandinavian Stroke Score bei Aufnahme (,,Ging es den A-Allel-
Trager bei Aufnahme klinisch schlechter?), 3. Variabilitdt des Scandinavian Stroke
Scores (ASSS) fur die Patienten mit Lysetherapie (,,Zeigten die A-Allel-Trager wiahrend

des Krankenaufenthaltes klinisch eher eine Verschlechterung oder Verbesserung?), 4.
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Variabilitét des Scandinavian Stroke Scores (ASSS) fur die Patienten ohne Lysetherapie
(,,Zeigten die A-Allel-Triager, wenn man nur die Patienten ohne Lysetherapie vergleicht,
wihrend des Krankenhausaufenthaltes klinisch eher eine Verschlechterung oder Ver-
besserung?) und 5. Anzahl der Patienten, die eine Lysetherapie bei Aufnahme bekom-
men hat (,,Die Patienten mit Lysetherapie sollten sich klinisch deutlich gebessert gehabt
haben. Hatte eine Allel-Gruppe zufdllig hdufiger Lysetherapie bekommen?*). Aufgrund
der geringen Patientenzahl wurden die A-Homozygoten nicht allein mit den G-
Homozygoten verglichen.

1. Der Altersdurchschnitt war 63,9 + 13,4 Jahre fiir die G-Homozygoten und 65,3 +
16,7 Jahre flir die A-Allel-Triager. Der statistische Vergleich durch den U-Test nach
Mann und Whitney zeigte keinen signifikanten Unterschied (p = 0,75) (Tabelle 6).

2. Der Durchschnitt des Scandinavian Stroke Score bei Aufnahme war bel den G-
Homozygoten 35,9 + 11,8, bei den A-Allel-Trégern 35,6 + 13,7. Der statistische Ver-
gleich durch den U-Test nach Mann und Whitney zeigte keinen signifikanten Unter-
schied (p = 0,508) (Tabelle 6).

3. Der Durchschnitt der Variabilitét des Scandinavian Sroke Scores (ASSS) fur die Pa-
tienten mit Lysetherapie war fir die G-Homozygoten 8,5 £ 9,0, fur die A-Allel-Trager
5,0 £ 12,6. Der statistische Vergleich durch den U-Test nach Mann und Whitney zeigte
keinen signifikanten Unterschied (p = 0,138) (Tabelle 6).

4. Der Durchschnitt der Variabilitét des Scandinavian Stroke Scores (ASSS) fur die Pa-
tienten ohne Lysetherapie war fur die G-Homozygoten 7,4 + 7,9, fur die A-Allel-Trager
3,9 + 11,6. Der statistische Vergleich durch den U-Test nach Mann und Whitney zeigte
keinen signifikanten Unterschied (p = 0,12) (Tabelle 6).

5. Durch den Chi-sguare Test konnte sichergestellt werden, dal3 keine der beiden Allel-
Gruppen zufdlig haufiger Lysetherapie bekam (p = 0,072).

Es wurde ebenfalls Uberprift, ob ein Zusammenhang zwischen zerebrovaskul&rem Re-
zidivereignis und Alleltypen besteht. Unter den G-Homozygoten hatten 37 Patienten ein
zerebrovaskuléres Erstereignis, 14 Patienten hatten ein zerebrovaskuldres Rezidiv-
ereignis, unter den A-Allel-Tréger hatten 14 Patienten ein zerebrovaskuléres Erstereig-
nis, 8 Patienten hatten ein zerebrovaskuléres Rezidivereignis. Die Anzahl der Patienten
wurde durch den Chi-square Test verglichen. Es zeigte sich keinen statistisch signifi-
kanten Unterschied (p = 0,446) (Tabelle 6).
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Die Anzahl der Patienten fur die Allel-Gruppen, die G-Homozygoten, die G-Allel-
Trager, die Heterozygoten, die A-Allel-Trager und die A-Homozygoten wurden nach
den TOAST-Kriterien in atherothrombotische Genese, kardioembolische Genese, mi-
krovaskulare Genese, sonstige Genese und unbestimmbare Genese (Genese, die nicht
eindeutig in eine bestimmte Gruppe nach den TOAST-Kriterien einzuteilen war) unter-

teilt und tabellarisch dargestellt (Tabelle 6).

G-Homozygote G-Trager Heterozygote | A-Homozygote A-Tréger
Patienten (ménnlich/weiblich)
n= 73 (40/33) 51(25/26) 71(38/33) 20(13/7) 2(2/0) 22(15/7) *
Altersdurchschnitt 639+ 134 64,0+14,4 64,1+17,1 771+5.2 65,3+ 16,7"¢
SSS bei Aufnahme 35,9+11,8 35,2+£12,2 34,4+ 135 48,0+ 11,3 35,6+137"
ASSS (mit Lysepatienten) 85%£9,0 7,4+10,3 4,7+13,0 8,5+ 10,6 50+12,6"
ASSS (ohne Lysepatienten) 7479 6,1+9,4 34+119 8,5+ 10,6 39+116"
Lysetherapie (ja/nein) 11/40 12/59 1/19 0/2 121"
Zerebrovaskuldres Erstereignis 37 40 13 1 14
(n=51)
Zerebrovaskuldres Rezidivereignis 14 21 7 1 8
(n=22)
Schlaganfalltyp: (gesamt n = 73) (n=51) (n=71) (n=20) (n=2) (n=22)
Atherothrombotisch (n = 16) 10 14 4 2 6
Kardioembolisch (n = 20) 17 20 3 0 3
Mikrovaskular (n = 13) 8 13 5 0 5
Sonstige Genese (n = 4) 3 4 1 0 1
Unbestimmbar (n = 20) 13 20 7 0 7

Tabelle 6: Polymorphismus Fibrinogen -455 G/A 73 Patienten: Anzahl der Patienten und Geschlechts-
verhdtnis (mannlich/weiblich), Altersdurchschnitt + Standardabweichung (+ SD), Scandinavian Stroke
Score (SSS) bei Aufnahme + SD, Differenz des SSS bei Aufnahmeund Entlassung (ASSS) fur die Patien-
ten mit Lysetherapie und ohne Lysetherapie + SD, Anzahl der Patienten mit und ohne Lysetherapie wurde
fir die G-Homozygoten, die G-Allel-Tréger, die Heterozygoten, die A-Allel-Tréger und die A-
Homozygoten tabellarisch dargestellt. Die G-Homozygoten und die A-Allel-Trdger wurden in Ge-
schlechtsverhéltnis, Altersdurchschnitt, Scandinavian Stroke Score (SSS) bel Aufnahme und in der Diffe-
renz des SSS bei Aufnahme und Entlassung (ASSS) fur die Patienten mit Lysetherapie und ohne Lysethe-
rapie durch den U-Test nach Mann und Whitney verglichen. Es zeigte sich, dal3 unter den A-Allel-
Trégern signifikant hdufiger das méannliche Geschlecht vorkommt (p = 0,019). Die G-Homozygoten und
die A-Allel-Tréger wurden in Anzahl der Patienten mit und ohne Lysetherapie, in Anzahl der Patienten
mit Rezidivschlaganfall durch den Chi-square Test verglichen. Es zeigte sich kein statistisch signifikanter
Unterschied (p > 0,05). Fir jede oben genannte Allel-Gruppe wurde die Anzahl der Patienten nach der
Schlaganfallgenese nach TOAST unterteilt und tabellarisch dargestellt. Die beiden Gruppen ,,G-
Homozygote* und ,,A-Tréager", die statistisch verglichen wurden, sind grau markiert.
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3.3.23 DasA-Allel desPolymorphismus -455 G/A kommt unter den Patienten mit
atherothrombotischen Schlaganfall in Vergleich zu den Patienten mit kar -
dioembolischen Schlaganfall signifikant haufiger vor

Die Allelanzahl und die Allelfrequenz des Polymorphismus Fibrinogen -455 G/A wur-
den fUr jede Schlaganfallgenese nach den TOAST-Kriterien berechnet und tabellarisch
dargestellt (Tabelle 7).

Bel den 73 untersuchten Patienten war die Allelanzahl 122 fur das G-Allel und 24 fir
das A-Alld, die Allelfrequenz fur das A-Allel war 0,16. Von 73 untersuchten Patienten
hatten 16 Patienten einen Schlaganfall atherothrombotischer, 20 Patienten einen kardi-
oembolischer, 13 Patienten einen mikrovaskulé&rer und 4 Patienten einen sonstiger Ursa-
chen. Die Allelanzahl des G-Allels und A-Allels waren 24 und 8 bei den Patienten mit
einem Schlaganfall atherothrombotischer Genese, 37 und 3 bel den Patienten mit einem
kardioembolischer, 21 und 5 bel den Patienten mit eéinem mikrovaskulérer und 7 und 1
bei den Patienten mit einem sonstiger Ursachen. Die A-Allelfrequenz war 0,25 bei den
Patienten mit einem Schlaganfall atherothrombotischer, 0,08 bei den Patienten mit el-
nem kardioembolischer, 0,19 bel den Patienten mit einem mikrovaskul&arer und 0,13 bel
den Patienten mit einem sonstiger Ursachen.

Von den 73 Patienten hatten 20 Patienten einen Schlaganfall durch eine unbestimmbare
Ursache, die nicht eindeutig in eine der oben genannten Gruppe eingeteilt werden konn-
te. Die Allehéufigkeit war bel ihnen 33 G-Allel und 7 A-Alldl, die A-Allelfrequenz war
0,18. Durch CCT-Befunde konnte diese Gruppe in eine Gruppe mit einem bildmorpho-
logisch makroangiopathischen Schlaganfall und in eine Gruppe mit einem bildmorpho-
logisch mikroangiopathischen Schlaganfall unterteilt werden. Von ihnen hatten 12 Pati-
enten einen bildmorphologisch makroangiopathischen, 8 Patienten hatten einen bild-
morphologisch mikroangiopathischen Schlaganfall. Die Allelanzahl des G-Allels und
des A-Allels waren 19 und 5 fir die Patienten mit einem bildmorphologisch makroan-
giopathischen, 15 und 1 fir die Patienten mit einem bildmorphologisch mikroangio-
pathischen Schlaganfall. Die A-Allelfrequenz war 0,21 fur die Patienten mit einem
bildmorphologisch makroangiopathischen, 0,06 fir die Patienten mit einem bildmor-
phologisch mikroangiopathischen Schlaganfall (Tabelle 7).

Die Allelanzahl fiir die Gruppe mit der Schlaganfallgenese ,,atherothrombotisch®, ,kar-

dioembolisch® und ,mikrovaskuldr* wurden durch den Chi-square Test miteinander
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verglichen. Die Allelfrequenz des A-Allels zeigte zwischen den Patientengruppen mit
einem Schlaganfall atherothrombotischer und kardioembolischer Schlaganfallgenese
einen signifikanten Unterschied. Unter den Patienten mit einem Schlaganfall athero-
thrombotischer Genese war die Allelhaufigkeit fur A-Allel des Polymorphismus -455
G/A in Vergleich zu den Patienten mit einem Schlaganfall kardioembolischer Genese
signifikant hoher (p = 0,04) (Tabelle 7 und Diagramm 2).

Die Vergleich zwischen ,atherothrombotisch* und ,,mikrovaskular” (p = 0,6), ,kardi-
oembolisch® und ,,mikrovaskuldr (p = 0,154) zeigten keinen statistisch signifikanten

Unterschied (Tabelle 7).

Fib -455 G/A
Allelanzahl G/A
(Alldifrequenz A) Atherothromb. Kardioemb. Mikrovask.
Allelanzahl (73x2) 122/24 (0,16)
Schlaganfalltyp (Allelanzahl)
e Atherothrombotisch (16x2) 24/8 (0,25) - * ns.
o Kardioembolisch (20x2) 37/3 (0,08) * - ns.
o Mikrovaskular (13x2) 21/5(0,19) ns. ns.
e Sonstige Genese (4x2) 7/1(0,13)
o Unbestimmbar (20x2) 33/7(0,18)
- Makroangiopathisch (12x2) 19/5 (0,21)
- Mikroangiopathisch (8x2) 15/1(0,06)

Tabelle 7: Polymorphismus Fibrinogen -455 G/A Allehdufigkeit und Allelfrequenz fir jede Schlagan-
fallgenese. Die 73 Patienten wurden in Schlaganfalltypen nach TOAST-Kriterien eingeteilt und die Alle-
lanzahl und A-Allelhdufigkeit tabellarisch dargestellt. Die Allelhdufigkeit fur die Schlaganfallpatienten
mit atherothrombotischer Genese, kardioembolischer Genese und mikrovaskulérer Genese wurden durch
den Chi-sguare Test miteinander verglichen. Die A-Allel zeigte eine signifikant hohere Allelfrequenz (P
= 0,04) in der Patientengruppe mit atherothrombotischer Schlaganfallgenese im Vergleich zu der Gruppe
mit kardioembolischer Schlaganfallgenese. Die Patienten mit Schlaganfall sonstiger Genese wurden we-
gen ihrer heterogenen Pathophysiologie und geringeren Anzahl der Patienten nicht in den Vergleich ein-
bezogen. * = signifikant (P < 0,05), n.s. = nicht signifikant (P > 0,05).
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Diagramm 2: Haufigkeitsverteilung der A- und G-Allele in der atherothrombotischen und kardi-
oembolischen Infarktgruppe In der atherothrombotischen Infarktgruppe (n = 16) waren die Allelhaufig-
keit fur A-Allel 0,25, fir die kardioembolischen Infarktgruppe (n = 20) 0,08. Die statistische Analyse
durch den Chi-square Test zeigte, dal3 die A-Allelhdufigkeit in der atherothrombotischen Infarktgruppe
signifikant hoher ist als in der kardioembolischen Infarktgruppe. (P < 0,05)

3.3.24 Es gibt keine signifikante Haufung des A-Allels in der Patientengruppe
mit einem zerebrovaskuléren Rezidivschlaganfall in Vergleich zu der
Gruppe mit einem zer ebrovaskularen Erstereignis

Die untersuchten 73 Patienten wurden im Weiteren in eine Gruppe mit eéinem oder meh-
reren zerebrovaskuléren Rezidivereignissen und in eine Gruppe mit Erstereignis unter-
teilt. 22 Patienten hatten ein oder mehrere Rezidivereignisse, 51 Patienten hatten ihr
zerebrovaskuldres Erstereignis. In der Patientengruppe mit Rezidivschlaganfall hatten 8
Patienten einen Schlaganfall atherothrombotischer, 4 Patienten einen kardioemboli-
scher, 3 Patienten einen mikrovaskulérer Genese, kein Patient hatte einen Schlaganfall
sonstiger Genese. 7 Patienten hatten einen Schlaganfall nicht bestimmbarer Genese, die

nicht eindeutig in eine der oben genannten Gruppe eingeteilt werden konnte. Von ihnen
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hatten 3 Patienten einen bildmorphologisch makroangiopathischen, 4 Patienten hatten
einen bildmorphol ogisch mikroangiopathischen Schlaganfall (Tabelle 8).

In der Patientengruppe mit zerebrovaskuldren Erstereignis hatten 8 Patienten einen
Schlaganfall atherothrombotischer, 16 Patienten einen kardioembolischer, 10 Patienten
einen mikrovaskulérer, 4 Patienten einen sonstiger Genese. 9 Patienten hatten einen
bildmorphologisch makroangiopathischen Schlaganfall unbestimmbarer Genese und 4
Patienten hatten einen bildmorphologisch mikroangiopathischen Schlaganfall unbe-
stimmbarer Genese (Tabelle 8).

In der Patientengruppe mit Rezidivschlaganfall war die Allelanzahl des G-Allelsund A-
Allels 35 und 9 fur die Gesamtgruppe (A-Allelfrequenz 0,21), 12 und 4 fir die athero-
thrombotische (A-Allelfrequenz 0,25), 7 und 1 fir die kardioembolische (A-
Allelfrequenz 0,13), 5 und 1 fur die mikrovaskulére Genese (A-Allefrequenz 0,17), 5
und 1 fur die bildmorphologisch makroangiopathische unbestimmbare Genese (A-
Allelfrequenz 0,17) und 7 und 1 fur die bildmorphologisch mikroangiopathische unbe-
stimmbare Genese (A-Allelfrequenz 0,13) (Tabelle 8).

In der Patientengruppe mit zerebrovaskularen Erstereignis waren die Allelanzahl des G-
Allels und A-Allels 87 und 15 fur die Gesamtgruppe (A-Allelfrequenz 0,15), 12 und 4
fur die atherothrombotische (A-Allelfrequenz 0,25), 30 und 2 fir die kardioembolische
(A-Allelfrequenz 0,06), 16 und 4 fur die mikrovaskulédre (A-Allelfrequenz 0,2), 7 und 1
fur die sonstige Genese (A-Allelfrequenz 0,13), 14 und 4 fur die bildmorphologisch
makroangiopathische Genese (A-Allelfrequenz 0,22) und 8 und O fur die bildmorpholo-
gisch mikroangiopathische Genese (A-Allelfrequenz 0) (Tabelle 8).

Die Allelhaufigkeit fir jede Schlaganfallgenese der beiden Gruppen wurde durch den
Chi-square Test verglichen. Es zeigten sich kein statistisch signifikanter Unterschied
(p>0,05=n.s) (Tabelle 8)

40



Ergebnisse

Fib -455 G/A
Allelanzahl G/A U
A K M S
(Allelfrequenz A) Makro Mikro
Zerebrovaskuléares Rezidi- 35/9 12/4 711 5/1 0/0 5/1 711
vereignis (22x2) (0,21) (0,25) | (0,13) | (0,17) (0) 0,17) (0,13)
Zerebrovaskulares Erster- 87/15 12/4 30/2 16/4 7/1 14/4 8/0
eignis(51x2) (0,15) (0,25) | (0,06) 0,2) (0,13) 0,22) (0)
ns. ns. ns. ns. ns. ns. ns.

Tabelle 8: Polymorphismus Fibrinogen -455 G/A Unterteilung in zerebrovaskuléres Rezidivereignis
und Erstereignis. Allelanzahl und Allelfrequenz fir jede Schlaganfallgenese wurden tabellarisch darge-
stellt. (A = atherothrombotisch, K = kardioembolisch, M = mikrovaskuldr, S = sonstige Genese, U = un-
bestimmbare Genese). Die Verteilung der Allelhdufigkeit fir die Gruppen, mit Rezidivereignis und mit
zerebrovaskuldrem Erstereignis, wurde fur jede Schlaganfallgenese durch den Chi-square Test miteinan-
der verglichen. n.s. = nicht signifikant (P> 0,05).

3.3.25 Be Patienten mit zerebrovaskularem Erstereignisist die Haufung des A-
Allels des Polymorphismus -455 G/A unter den Patienten mit athero-
thrombotischem Schlaganfall nicht mehr signifikant in Vergleich zu den
Patienten mit kardioembolischem Schlaganfall

Um zu Uberprifen, ob in der Patientengruppe mit zerebrovaskuldrem Erstereignis die
Allelhaufigkeit fur A-Allel des Polymorphismus -455 G/A unter den Patienten mit el-
nem Schlaganfall atherothrombotischer Genese in Vergleich zu den Patienten mit
Schlaganfall kardioembolischer Genese auch signifikant erhoht ist, wie es bei den oben
genannten 73 Patienten war, wurde diese Fragestellung bel den 51 Patienten mit zere-
brovaskularem Erstereignis untersucht.

Bei den 51 untersuchten Patienten mit zerebrovaskuléarem Erstereignis war die Allelan-
zahl 87 fur das G-Alldel und 15 fur das A-Alld, die Allelfrequenz fur das A-Alld war
0,15. Von 51 untersuchten Patienten hatten 16 Patienten einen Schlaganfall athero-
thrombotischer, 16 Patienten einen kardioembolischer, 10 Patienten einen mikrovasku-
larer und 4 Patienten einen sonstiger Ursache. Die Allelanzahl des G-Allels und A-
Allels waren 12 und 4 bel den Patienten mit einem Schlaganfall atherothrombotischer
Genese, 30 und 2 bel den Patienten mit einem kardioembolischer, 16 und 4 bei den Pa-
tienten mit einem mikrovaskulérer und 7 und 1 bei den Patienten mit einem sonstiger
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Genese. Die A-Allelfrequenz war 0,25 bel den Patienten mit einem Schlaganfall athero-
thrombotischer, 0,06 bei den Patienten mit einem kardioembolischer, 0,2 bei den Patien-
ten mit einem mikrovaskulérer und 0,13 bei den Patienten mit einem sonstiger Ursache.
Von den 51 Patienten hatten 13 Patienten einen Schlaganfall unbestimmbarer Ursache.
Bel ihnen war die Allelhaufigkeit 22 G-Allele und 4 A-Allele, die A-Allelfrequenz war
0,15. Durch CCT-Befunde konnte diese Patienten in eine Gruppe mit einem bildmor-
phologisch makroangiopathischen Schlaganfall und in eine Gruppe mit einem bildmor-
phologisch mikroangiopathischen Schlaganfall unterteilt werden. Von den 13 Patienten
hatten 8 Patienten einen bildmorphologisch makroangiopathischen, 4 Patienten hatten
einen bildmorphologisch mikroangiopathischen Schlaganfall. Die Allelanzahl des G-
Allels und des A-Allels waren 14 und 4 fur die Patienten mit einem bildmorphologisch
makroangiopathischen, 8 und O fir die Patienten mit einem bildmorphologisch mikro-
angiopathischen Schlaganfall. Die A-Allelfrequenz war 0,22 fir die Patienten mit einem
bildmorphologisch makroangiopathischen, O fur die Patienten mit einem bildmorpholo-
gisch mikroangiopathischen Schlaganfall (Tabelle 9).

Die Allelanzahl fur die Gruppe mit der Schlaganfallgenese ,,atherothrombotisch®, ,kar-
dioembolisch® und ,mikrovaskuldr* wurden durch den Chi-square Test miteinander
verglichen. Die Allelfrequenz des A-Allel zeigte zwischen den beiden Patientengruppen
mit einem Schlaganfall atherothrombotischer und kardioembolischer Schlaganfallgene-
se zwar aufgrund geringer Patientenzahl keinen signifikanten Unterschied, jedoch eine
klare Tendenz blieb wie bei den 73 Patienten, so dall die Allelhdufigkeit des A-Allels
unter den Patienten mit einem Schlaganfall atherothrombotischer Genese in Vergleich
zu den Patienten mit einem Schlaganfall kardioembolischer Genese deutlich hdher war
(p = 0,064) (Tabelle 9 und Diagramm 3). Der Vergleich zwischen ,,atherothrombotisch*
und ,,mikrovaskular” (p = 0,72), ,.kardioembolisch* und ,,mikrovaskuldr* (p = 0,131)
zeigte keinen statistisch signifikanten Unterschied (Tabelle 9). Die Patientengruppe mit
einer sonstigen Schlaganfallgenese wurde aufgrund ihrer heterogenen Pathophysiologie
(Vertebralisdissektionen und Vaskulitis) und ihrer geringen Anzahl nicht zum statisti-

schen Vergleich herangezogen.
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Fib -455 G/A
Allelanzahl G/A ] ]
(Alleifrequenz A) Atherothromb. Kardioemb. Mikrovask.
Allelanzahl (51x2) 87/15 (0,15)
Schlaganfalltyp
e Atherothrombotisch (8x2) 12/4 (0,25) - ns. ns.
e  Kardioembolisch (16x2) 30/2 (0,06) n.s. - ns.
e Mikrovaskular (10x2) 16/4 (0,2) ns. ns. -
. Sonstige Genese (4x2) 7/1(0,13) -
. Unbestimmbar (13x2) 22/4(0,15) -
- Makroangiopathisch (9x2) 14/4 (0,22)
- Mikroangiopathisch (4x2) 8/0 (0)

Tabelle 9: Polymorphismus Fibrinogen -455 G/A Allelhaufigkeit und Allelfrequenz fir jeden Schlag-
anfalltyp bel 51 Patienten mit zerebrovaskul&rem Erstereignis. Die 51 Patienten mit zerebrovaskulérem
Erstereignis wurden in Schlaganfallgenese nach TOAST-Kriterien eingeteilt und die Allelanzahl und A-
Allelfrequenz tabellarisch dargestellt. Die Allelhdufigkeit fur die Patienten mit einem Schlaganfall athero-
thrombotischer Genese, kardioembolischer Genese und mikrovaskulérer Genese wurde durch den Chi-
square Test miteinander verglichen. Die Patienten mit einem Schlaganfall sonstiger Schlaganfallgenese
wurden wegen ihrer heterogenen Pathophysiologie und geringeren Anzahl der Patienten nicht in den
Vergleich einbezogen. Die Patienten mit einem Schlaganfall unbestimmbarer Genese wurden nach den
CCT-Befunden weiter in die bildmorphologisch mikroangiopathische und bildmorphologisch makroan-
giopathische Gruppe unterteilt. * = signifikant (P < 0,05), n.s. = nicht signifikant (P > 0,05).
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Diagramm 3: Haufigkeitsverteilung der A- und G-Allele in der atherothromboti-
schen und kardioembolischen Infarktgruppen bei zer ebrovaskulérem Erstereignis
In der atherothrombotischen Infarktgruppe (n = 8) war die Allelhaufigkeit fir A-Allel
0,25, fur die kardioembolischen Infarktgruppe (n = 16) 0,06. Die statistische Analyse
durch den Chi-sguare Test zeigte, dal3 die A-Allelhdufigkeit in der atherothromboti-
schen Infarktgruppe nicht signifikant hoher lag als in der kardioembolischen Infarkt-
gruppe (P = 0,064), die Tendenz, dai3 die A-Allelhaufigkeit bei den Patienten mit athe-
rothrombotischer Schlaganfallgenese in Vergleich zu bei den Patienten mit kardioembo-
lischer Schlaganfallgenese deutlich héher war, ist deutlich zu erkennen.

3.32.6 De Fibrinogen-Plasmaspiegel zeigte nach einem makrovaskulédren
Schlaganfall bel den A-Allel-Tréagern des Beta-Fibrinogen Polymorphis-
mus -455 G/A eine gr 6l3er e Schwankung als bei den G-Homozygoten

Um die Hypothese zu prifen, ob der Fibrinogen Polymorphismus -455 G/A in der Re-
gulation des Fibrinogenspiegels eine Rolle spielt und Fibrinogen nach einem Schlagan-
fall in Rahmen der Akut-Phase-Reaktion bei den A-Allel-Tréger stérker erhoht ist, wur-
den die Fibrinogen-Plasmaspiegel der G-Homozygoten und der A-Allel-Tréagern unter-
sucht. Als Kontrolle wurden neben dem Fibrinogen-Plasmaspiegel die zwel weiteren
klinisch wichtigen Entzindungsparameter, Leukozytenzahl und CRP-Plasmaspiegel
untersucht.
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38 Patienten mit Faktoren, die den Fibrinogen-Plasmaspiegel beeinflussen (Infektionen,
Z.n. Operation, chronisch entziindliche Erkrankungen, usw.), wurden aus der ursprting-
lichen Patientengruppe ausgeschlossen. Nach dem Ausschlul3 verblieben 35 Patienten.
Eine statistische Untersuchung in dieser Subgruppe zeigte eine Differenz des Fibrino-
gen-Plasmaspiegels fur G-Homozygoten und A-Allel-Tréger bel Patienten mit makro-
angiopathischem Schlaganfall. Um das Ergebnis zu bestatigen, wurden gezielt zusétzli-
che 25 Patienten mit makroangiopathischem Schlaganfall herangezogen und untersucht.
Die neu gebildete Patientengruppe mit makroangiopathischem Schlaganfall umfal3te 60
Patienten (35 mannlich, 25 weiblich). 38 Patienten waren homozygot fur G-Allel, 19
heterozygot und 3 homozygot fur A-Allel. Das Durchschnittsalter der Gruppe lag bel
69,0 £ 14,4 Jahre, bel den mannlichen Patienten lag es bel 66,2 + 14,4 Jahren, bel den
welblichen Patienten lag es bei 72,9 £ 13,6 Jahren. Der makroangiopathische Schlagan-
fall zeigte bel alen Patienten einen eindeutigen Territorialinfarkt im CCT, entspricht
daher den Gruppen ,,zerebrale Ischdmie durch Atherosklerose der groB3en hirnversor-
genden Arterien” (n = 17) und ,,zerebrale Ischiimie unbestimmbarer Atiologie* (n = 21)
nach TOAST-Kriterien. Die betroffenen Gefélle waren in 52 Fillen das Stromgebiet der
Arteria cerebri media, in 8 Féllen das Stromgebiet der Arteria cerebri posterior und kein
Fall im Stromgebiet der Arteria cerebri anterior.

Die Fibrinogen-Plasmaspiegel wurden aus den regelmiBig durchgefiihrten Routinela-
boruntersuchungen auf der Strokeunit tbernommen. Die Durchschnittswerte des Fibri-
nogen-Plasmaspiegels sowie die Maximalwerte, die Minimawerte und die Variabilitat
des Fibrinogen-Plasmaspiegels (Maximalwerte - Minimalwerte) wurden bestimmt (Ta-
belle 10). Die Durchschnittswerte des Fibrinogen-Plasmaspiegels und deren Standard-
abwei chung wurden fur die G-Homozygoten und die A-Allel-Tréger getrennt berechnet.
Die Werte der beiden Gruppen wurden durch den U-Test nach Mann und Whitney stati-
stisch verglichen.

Die Variabilitédt des Fibrinogen-Plasmaspiegels war bei den A-Allel-Tragern in Ver-
gleich zu den G-Homozygoten signifikant grof3er (p = 0,031) (Diagramm 4). Dieses
bedeutet, dal3 der Fibrinogen-Plasmaspiegel nach einem makrovaskuldren Schlaganfall
in der Akutphase bei den A-Allel-Trégern eine grofdere Schwankung zeigt im Vergleich
zu den G-Homozygoten. Die Variabilitdt bel den G-Homozygoten betrug 1,25 +
0,29 g/l, bei den A-Allel-Trager 1,39 + 0,30 g/l
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Diagramm 4: Variabilitdt (Max-Min) des Fibrinogen-Plasmaspiegels bei
Fibrinogen -455 Polymor phismus Die Variabilitdt bei den G-Homozygoten
(GG) war 1,25 £ 0,29, bei den A-Allel-Trégern 1,39 + 0,30. Statistisch signi-
fikante Unterschied zwischen beiden Gruppen durch den U-Test nach Mann
und Whitney (p < 0,031).

Als Vergleich wurden ebenfalls fir den CRP-Plasmaspiegel und die Leukozytenzahl die
Werte bei der Aufnahme, die Durchschnittswerte wahrend des Krankenhausaufenthalts
sowie deren Maximalwerte und Minimalwerte inklusiv der Variabilitét (Maximalwerte -
Minimalwerte) erfaldt und tabellarisch dargestellt (Tabelle 10).

Der CRP-Plasmaspiegel bei Aufnahme war fir G-Homozygote 21,9 + 37,8 mg/l und A-
Allel-Trager 16,1 + 31,2 mg/l, die Durchschnittswerte wahrend des Krankenhausaufent-
halts waren 24,9 + 34,0 mg/l und 9,4 + 2,7 /nl, die Maximalwerte 35,0 + 52,3 mg/l und
39,2 + 47,7 mg/l, die Minimalwerte 14,97 + 18,77 mg/l und 15,64 + 29,15 mg/l und die
Variabilitdt (Maximalwerte - Minimalwerte) war 2,96 + 6,44 mg/l und 4,11 + 5,44 mg/I
(Tabelle 10).

Die Leukozytenzahl bei Aufnahme war fur die G-Homozygote und die A-Allel-Trager
9,0+ 3,6 /nl und 9,4 £ 2,7 /nl, die Durchschnittswerte wahrend des Krankenhausaufent-
halts 9,0 + 3,3 /nl und 9,9 + 2,6 /nl, die Maximalwerte 10,0 + 3,7 /nl und 11,3 + 3,2 /nl,
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die Minimawerte 8,1 £ 2,9 /nl und 8,5 + 2,4 /nl und die Variabilitdt (Maximawerte -
Minimalwerte) war 1,24 + 0,20 /nl und 1,37 £ 0,40 /nl (Tabelle 10).

Die Werte der beiden Gruppen wurden durch den U-Test nach Mann und Whitney stati-
stisch verglichen. Sie zeigten keinen statistisch signifikanten Unterschied (p > 0,05)

(Tabelle 10).

G-Homozygote A-Alld-Tréager U-Test
(n=38) (n=22)
Aufnahme Fibrinogen 4,1+1,3 g/l 4,1+1,8 g/l ns.
CRP 21,9+37,8 mg/l 16,1+31,2 mg/l ns.
Leukozyten 9,0+3,6 /nl 9,4+2,7 Inl ns.
Durchschnitt Fibrinogen 4,4+1,2 g/l 4,4+15¢/l ns.
CRP 24,9+34,0 mg/l 25,2+34,0 mg/l ns.
L eukozyten 9,0+3,3/nl 9,9+2,6 /nl ns.
Maximum Fibrinogen 4,7+1,3 g/l 5,0+1,8 g/l ns.
CRP 35,0£52,3 mg/l 39,2+47,7 mg/l ns.
Leukozyten 10,0+3,7 /nl 11,3+3,2/nl ns.
Minimum Fibrinogen 3,98£1,25 ¢/l 3,72+1,50 g/l ns.
CRP 14,97+18,77 mg/l 15,64+29,15 mg/l ns.
Leukozyten 8,1+2,9/nl 8,5+2,4 /nl ns.
Variabilitat Fibrinogen 1,25+0,29 g/l 1,39+0,30 g/l *
(Max. - Min.) CRP 2,96+6,44 mg/l 4,11+5,44 mg/| ns.
Leukozyten 1,24+0,20 /nl 1,37+0,40 /nl ns.

Tabelle 10: Plasmawerte fur Fibrinogen, CRP und Leukozyten bel Fibrinogen -455 Polymor phis-
mus Dargestellt wurden die Durchschnittswerte + Standardabweichung (+ SD) fur die G-Homozygoten
und die A-Allel-Tréger bei der Aufnahme, Durchschnittswerte wahrend des Krankenhausaufenthaltes,
Maximawerte, Minimalwerte und Variabilitdt (Maximalwert - Minimalwert) for den Fibrinogen-
Plasmaspiegel, den CRP-Plasmaspiegel und die Leukozytenzahl. Die Variabilitdt der G-Homozygoten
und der A-Allel-Trager zeigte sich statistisch signifikant unterschiedlich (p < 0,05). Keine statistisch
signifikanten Unterschiede fanden sich bei CRP- und Leukozytenwerten. Die Werte fir die G-
Homozygoten und die A-Allel-Trager wurden durch den U-Test (nach Mann und Whitney) verglichen.
* = dgnifikant (P < 0,05), n.s. = nicht signifikant (P> 0,05).
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3.3.3 Polymorphismus GPIIb 2622 T/G (Ile 843 Ser)

3.33.1 PCR, Southern-Blot und Genotypbestimmung

Beim Polymorphismus GPIlb 2622 T/G konnte ich ale zu untersuchenden Segmente
erfolgreich durch die PCR amplifizieren. Nach der PCR wurde das Multiplex-PCR-
Produkt mit der Restriktionsendonuklease Fok | verdaut und das Verdauprodukt auf
dem Agarose-Gel durch die Elektrophorese getrennt. Nach Ubertragung der DNA im
Southern-Blot Verfahren auf eine Membran wurden die 278 Bp- und 186 Bp-Banden
mittels Hybridisierung mit radioaktiv markierten Oligonukleotiden dargestellt. Die Dia-
gnose des Genpolymorphismus konnte auf der Membran problemlos gestellt werden.
Man sah bei den G-Heterozygoten nur die 278 Bp Bande, bel T-Heterozygoten nur die
186 Bp Bande und beide Banden bei den Heterozygoten (Abbildung 5).

GG GT TT

e — 278
.- L
bp

Abbildung 5: GPIIb 2622 T/G Autoradiogramm eines Southern-Blot von einem Agarose-Gel. Hier
wurden die Banden mit 278 Bp und 186 Bp durch radioaktive Sonden markiert und dargestellt. Homozy-
got GG (lle/lle), Heterozygot GT (lle/Ser), Homozygot TT (Ser/Ser)

3.33.2 Statistisch gibt es keinen Unterschied zwischen Alleltypen des Poly-
mor phismus GPI1b 2622 T/G bei der Geschlechtsverteilung, dem Alters
durchschnitt, dem Scandinavian Stroke Score (SSS) bel Aufnahme und bel
der Variabilitat des Scandinavian Stroke Scores (ASSS)

Von den 73 untersuchten Patienten waren 20 T-homozygot (27,4 %) (8 mannlich/12
welblich), 34 T/G-heterozygot (46,6 %) (24 maénnlich/10 welblich) und 19 G-
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homozygot (26,0 %) (8 méannlich/11 weiblich). Dies entsprach 53 G-Allel-Tréagern (74,0
%) (32 mannlich, 21 weiblich).

Um zu Uberprifen, ob bei einem Alleltyp eine Geschlechtshdufung vorkommt, wurde
die Anzahl der mannlichen und welblichen Patienten von den T-Homozygoten (8 méann-
lich/12 weiblich) mit den G-Allel-Trégern (32 méannlich/21 weiblich) und den G-
Homozygoten (8 mannlich/11 weiblich) durch den Chi-square Test statistisch vergli-
chen. Es zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied (T-Homozygoten vs. G-
Allel-Trager p = 0,119: T-Homozygote vs G-Homozygote p = 0,894). (Tabelle 11).

Bei dem Polymorphismus GPIIb 2622 T/G wurden &hnlich wie bel der Untersuchung
des Polymorphismus Fibrinogen -455 die T-Homozygoten mit G-Allel-Trager und G-
Homozygoten in den folgenden Punkten verglichen: 1. Altersdurchschnitt, 2. Scandina-
vian Siroke Score bei der Aufnahme, 3. Variabilitdt des Scandinavian Stroke Scores
(ASSS) fur die Patienten mit Lysetherapie, 4. Variabilitét des Scandinavian Stroke Sco-
res (ASSS) fur die Patienten ohne Lysetherapie und 5. Anzahl der Patienten, die eine
Lysetherapie bel Aufnahme bekommen haben.

1. Der Altersdurchschnitt war 65,8 + 13,4 Jahre fur die T-Homozygote, 63,7 + 14,7 Jah-
re fur die G-Allel-Tréger und 59,5 + 14,3 Jahre fur G-Homozygoten. Der statistische
Vergleich durch den U-Test nach Mann und Whitney zeigte keinen signifikanten Unter-
schied (T-Homozygote vs G-Allel-Trager p = 0,131; T-Homozygote vs G-Homozygote
p = 0,206) (Tabelle 11).

2. Der Durchschnitt des Scandinavian Stroke Score bei Aufnahme war bei den T-
Homozygoten 33,1 + 14,8, be den G-Alle-Tréagern 36,5 + 11,2 und be den G-
Homozygoten 38,3 + 8,4. Der statistische Vergleich durch den U-Test nach Mann und
Whitney zeigte keinen signifikanten Unterschied (T-Homozygote vs G-Allel-Trager
p = 0,414, T-Homozygote vs G-Homozygote p = 0,332) (Tabelle 11).

3. Der Durchschnitt der Variabilitét des Scandinavian Sroke Scores (ASSS) fur die Pa-
tienten mit Lysetherapie war 6,1 + 8,3 fur die T-Homozygoten, 7,9 + 10,9 fir die G-
Allel-Trager und 10,4 £ 8,7 fur die G-Homozygoten. Der statistische Vergleich durch
den U-Test nach Mann und Whitney zeigte keinen signifikanten Unterschied (T-
Homozygote vs G-Allel-Tréger p = 0,404; T-Homozygote vs G-Homozygote p = 0,125)
(Tabelle 11).
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4. Der Durchschnitt der Variabilitét des Scandinavian Stroke Scores (ASSS) fur die Pa-
tienten ohne Lysetherapie war fur die T-Homozygoten 6,1 + 7,4, fur die G-Allel-Trager
6,2 = 10,1 und fur die G-Homozygoten 8,9 + 7,0. Der statistische Vergleich durch den
U-Test nach Mann und Whitney zeigte keinen signifikanten Unterschied (T-
Homozygote vs G-Allel-Trager p = 0,787; T-Homozygote vs G-Homozygote p = 0,288)
(Tabelle 11).

5. Durch den Chi-square Test konnte sichergestellt werden, dal3 die T-
Homozygotengruppe im Vergleich zu den anderen beiden Gruppen nicht zufallig haufi-
ger Lysetherapie bekam (T-Homozygote vs G-Allel-Trager p = 0,614; T-Homozygote
vs G-Homozygote p = 0,639).

Es wurde ebenfalls Gberprift, ob ein Zusammenhang zwischen zerebrovaskuldren Rezi-
divereignissen und Genotyp besteht. Unter den T-Homozygoten hatten 15 Patienten ihr
zerebrovaskuldres Erstereignis, 5 Patienten hatten Rezidivereignis, unter den G-Allel-
Trager hatten 36 Patienten Erstereignis, 17 Patienten Rezidivereignis, unter den G-
Homozygoten 14 Patienten Erstereignis, 5 Patienten hatten zerebrovaskuldres Rezidive-
reignis. Die Anzahl der Patienten wurde durch den Chi-square Test verglichen. Es zeig-
te sich kein statistisch signifikanter Unterschied (T-Homozygote vs G-Allel-Trager
p = 0,557; T-Homozygote vs G-Homozygote p = 0,925) (Tabelle 11).

Die Anzahl der Patienten fur die Allel-Gruppen die T-Homozygoten, die T-Alld-
Trager, die Heterozygoten, die G-Allel-Trager und die G-Homozygoten wurden nach
der Schlaganfallgenese nach den TOAST-Kriterien in die atherothrombotische Genese,
die kardioembolische Genese, die mikrovaskuldre Genese, die sonstige Genese und in
die unbestimmbare Genese unterteilt (Tabelle 11).
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T-Homozygote T-Tréger Heterozygote G-Trager G-Homozygote
Patienten (ménnlich/weiblich)
n= 73 (40/33) 20 (8/12) 54(32/22) 34 (24/10) 53 (32/21)" 19 (8/11)"®
Altersdurchschnitt 65,8+ 13,9 66,0+14,2 66,1+ 14,5 63,7 +14,7" 59,5+14,3"¢
SSS bei Aufnahme 33,1+148 34,7134 35,6 +12,5 365+11,2™ 38,3+84"
Lysepatienten(n = 13) 4 7 3 8 5
ASSS (mit Lysepatienten) 6,1+83 6,4+10,6 6,5+11,9 7,9+109" 10,4+ 87"
ASSS (ohne Lysepatienten) 6,1+74 5,4+9,9 50+11,1 6,2+10,1"° 89+7,0"™
Schlaganfalltyp; (gesamt n = 73) (n=20) (n=54) (n=34) (n=53) (n=19)
Atherothrombotisch (n = 16) 5 12 7 11 4
Kardioembolisch (n = 20) 3 16 13 17 4
Mikrovaskular (n = 13) 5 9 4 8 4
Sonstige Genese (n = 4) 2 3 1
Unbestimmbar (n = 20) 5 14 9 15 6
Zerebrovaskuldres Erstereignis 15 37 22 36 14
(n=51)
Zerebrovaskuléres Rezidivereignis 5 17 12 17 5
(n=22)

Tabelle 11: Polymorphismus GPI1b 2622 T/G 73 Patienten, Anzahl der Patienten und Geschlechtsver-
haltnis (ménnlich/weiblich), Altersdurchschnitt + Standardabweichung (£ SD), Scandinavian Stroke Sco-
re (SSS) bei Aufnahme £ SD, Anzahl der Patienten mit Lysetherapie, Differenz des SSS bei Aufnahme
und Entlassung (ASSS) fir die Patienten mit Lysetherapie und ohne Lysetherapie + SD, Patientenanzahl
fur die Schlaganfalltypen, Patientenanzahl mit zerebrovaskuldrem Rezidivereignis. Jede Gruppe wurde
nach dem Genotyp weiter in die T-Homozygoten, die G-Trager, die Heterozygoten und die G-
Homozygoten unterteilt. Die T-Homozygoten und die G-Trager bzw. die T-Homozygoten und die G-
Homozygoten wurden in den Altersdurchschnitt, SSS bei der Aufnahme, ASSS mit Lysetherapie, ASSS
ohne Lysetherapie durch den U-Test nach Mann und Whitney verglichen. In der Geschlechtsverteilung
wurden die T-Homozygoten und die G-Tréger bzw. die T-Homozygoten und die G-Homozygoten durch
den Chi-square Test verglichen. Jede Genotypgruppe wurde nach der Schlaganfallgenese unterteilt. Die
T-Homozygoten und die G-Tréger bzw. die T-Homozygoten und die G-Homozygoten wurden in der
Verteilung der Patientenzahl mit der Gesamtgruppe durch den Chi-square Test verglichen. Die Genvertei-
lung der Patienten mit zerebrovaskul&rem Rezidivereignis wurde ermittelt und die Patientenverteilung der
T-Homozygoten und der G-Tréger bzw. der G-Homozygoten mit der Gesamtgruppe durch den Chi-
square Test verglichen. n.s. = nicht signifikant (p > 0,05)

3333 Es gibt keine Haufung des G-Allels in ener bestimmten Schlag-
anfallgruppe

Die Allelanzahl und die Allelfrequenz des Polymorphismus GPIlb 2622 T/G (lle 843
Ser) wurde fur jede Schlaganfallgenese nach den TOAST-Kriterien berechnet und tabel-
larisch dargestellt (Tabelle 12). Bel den 73 untersuchten Patienten war die Allelanzahl
74 fur das T-Alld und 72 fur das G-Allédl, die Allelfrequenz fur das G-Allel war 0,49.
Die Allelanzahl des T-Allels und G-Allelswaren 17 und 15 bei den Patienten mit einem
Schlaganfall atherothrombotischer, 19 und 21 bel den Patienten mit einem kardioembo-
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lischer, 14 und 12 bel den Patienten mit einem mikrovaskuldrer und 5 und 3 bel den
Patienten mit einem sonstiger Ursache. Die A-Allelfrequenz war 0,47 bei den Patienten
mit einem Schlaganfall atherothrombotischer, 0,53 bei den Patienten mit einem kardi-
oembolischer, 0,46 bel den Patienten mit einem mikrovaskulérer und 0,38 bel den Pati-
enten mit einem Schlaganfall sonstiger Ursache.

Von den 73 Patienten hatten 20 Patienten einen Schlaganfall unbestimmbarer Ursache,
die man nicht eindeutig in die oben genannte Gruppe nach TOAST-Kriterien einteilen
konnte. Bel ihnen war die Allelhdufigkeit 19 T-Alld und 21 G-Alle, die G-
Allelfrequenz war 0,53. Durch CCT-Befunde konnte diese Gruppe in eine Gruppe mit
einem bildmorphologisch makroangiopathischen Schlaganfall und in eine Gruppe mit
einem bildmorphologisch mikroangiopathischen Schlaganfall unterteilt werden. Von
den 20 Patienten hatten 12 Patienten einen bildmorphol ogisch makroangiopathischen, 8
Patienten einen bildmorphologisch mikroangiopathischen Schlaganfall. Die Allelanzahl
des T-Allels und des G-Allels waren 14 und 10 in der Gruppe mit einem bildmorpholo-
gisch makroangiopathischen, 8 und 8 in der Gruppe mit einem bildmorphologisch mi-
kroangiopathischen Schlaganfall. Die G-Allelfrequenz war 0,42 in der Gruppe mit el-
nem bildmorphologisch makroangiopathischen, 0,5 in der Gruppe mit einem bildmor-
phologisch mikroangiopathischen Schlaganfall (Tabelle 12).

Die Allelanzahl fiir die Gruppe der Schlaganfallgenese ,,atherothrombotisch®, ,kardi-
oembolisch® und ,,mikrovaskuldr* wurden durch den Chi-square Test miteinander ver-
glichen. Der Vergleich zwischen ,atherothrombotisch® und ,kardioembolisch®
(p = 0,64), ,,atherothrombotisch und ,,mikrovaskulidr (p = 0,96), ,kardioembolisch*
und ,,mikrovaskular” (p = 0,61) zeigte keinen statistisch signifikanten Unterschied (Ta-

belle 12).
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GPIIb 2622 T/G

Alldlanzahl T/G ] ]
(Alleifrequenz G) Atherothromb. Kardioemb. Mikrovask.
Allelanzahl (73x2) 74/72 (0,49)
Schlaganfalltyp
e Atherothrombotisch (16x2) 17/15 (0,47) - ns. ns.
e  Kardioembolisch (20x2) 19/21 (0,53) ns. - ns.
e Mikrovaskulér (13x2) 14/12 (0,46) ns. ns.
. Sonstige Genese (4x2) 5/3 (0,38)
e Unbestimmbar (20x2) 19/21 (0,53)
Makroangiopathisch (12x2) 14/10 (0,42)
Mikroangiopathisch (8x2) 8/8 (0,5)

Tabelle 12: Polymorphismus GPI1b 2622 T/G. Allelhdufigkeit und Allelfrequenz fir jeden Schlag-
anfalltyp. Die 73 Patienten wurden in Schlaganfalltypen nach TOAST-Kriterien eingeteilt und die Alle-
lanzahl und G-Allelhdufigkeit wurden tabellarisch dargestellt. Die Allelhdufigkeiten fir die Patienten mit
einem Schlaganfall atherothrombotischer Genese, kardioembolischer Genese und mikrovaskulérer Gene-
se wurden durch den Chi-square Test miteinander verglichen. Die Patienten mit einem Schlaganfall son-
stiger Genese wurden wegen ihrer heterogenen Pathophysiologie und geringeren Anzahl der Patienten
nicht in den Vergleich einbezogen. Die Patientengruppe mit einem Schlaganfall unbestimmbarer Genese
wurde nach den CCT-Befunden weiter in die bildmorphol ogisch mikroangiopathische und bildmorphol o-
gisch makroangiopathische Gruppe geteilt. n.s. = nicht signifikant (P> 0,05).

3.3.34 Zwischen den Schlaganfallgruppen ,,Erstereignis® und ,,Rezidivereignis*
zeigte sich kein signifikanter Unterschied der Allelverteilung des Poly-
morphismus GPIIb 2622 T/G

Die untersuchten 73 Patienten wurden im Weiteren in eine Gruppe mit eéinem oder meh-
reren zerebrovaskuléren Rezidivereignissen und in eine Gruppe mit zerebrovaskul&rem
Erstereignis unterteilt. 22 Patienten hatten ein oder mehrere zerebrovaskuldre Rezidive-
reignisse, 51 Patienten hatten ihr zerebrovaskuléres Erstereignis. In der Patientengruppe
mit Rezidivschlaganfall hatten 8 Patienten einen Schlaganfall atherothrombotischer, 4
Patienten einen kardioembolischer, 3 Patienten einen mikrovaskulérer Genese, kein
Patient hatte einen Schlaganfall sonstiger Genese. 7 Patienten hatten einen Schlaganfall
unbestimmbarer Genese. 3 von ihnen hatten einen bildmorphol ogisch makroangiopathi-
schen Schlaganfall, 4 von ihnen hatten einen bildmorphologisch mikroangiopathischen
Schlaganfall (Tabelle 13).
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In der Patientengruppe mit erstem Schlaganfall hatten 8 Patienten einen Schlaganfall
atherothrombotischer, 16 Patienten einen kardioembolischer, 10 Patienten einen mikro-
vaskulérer, 4 Patienten einen sonstiger Genese. 13 Patienten hatten einen Schlaganfall
unbestimmbarer Genese. 9 von ihnen hatten einen bildmorphol ogisch makroangiopathi-
schen Schlaganfall, 4 von ihnen hatten einen bildmorphol ogisch mikroangiopathischen
Schlaganfall (Tabelle 13).

In der Patientengruppe mit Rezidivschlaganfall waren die Allelanzahl des T-Allels und
G-Allels jeweils 22 und 22 fur die Gesamtgruppe (G-Allelfrequenz 0,5), 8 und 8 fir die
atherothrombotische (G-Allelfrequenz 0,5), 4 und 4 fur die kardioembolische (G-
Allelfrequenz 0,5), 4 und 2 fur die mikrovaskulére Genese (G-Allelfrequenz 0,33), 2
und 4 fur die bildmorphologisch makroangiopathische (G-Allelfrequenz 0,67) und 4
und 4 fur die bildmorphologisch mikroangiopathische Genese (G-Allelfrequenz 0,5)
(Tabelle 13).

In der Patientengruppe mit erstem Schlaganfall waren die Allelanzahl des T-Allels und
G-Allels jeweils 52 und 50 fur die Gesamtgruppe (G-Allelfrequenz 0,49), 9 und 7 fur
die atherothrombotische (G-Allelfrequenz 0,44), 15 und 17 fur die kardioembolische
(G-Allelfrequenz 0,53), 10 und 10 fur die mikrovaskulére (G-Allelfrequenz 0,5), 5 und
3 fur die sonstige Genese (G-Allelfrequenz 0,38), 9 und 9 fir die bildmorphologisch
makroangiopathische Genese (G-Allelfrequenz 0,5) und 4 und 4 fir die bildmorpholo-
gisch mikroangiopathische Genese (G-Allelfrequenz 0,5) (Tabelle 13).

Die Allelhaufigkeit fir jede Schlaganfallgenese der beiden Gruppen wurde durch den
Chi-sguare Test verglichen. Es zeigten sich keine statistisch signifikanten Unterschiede
(p>0,05=n.s) (Tabelle 13).
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GPIIb 2622 T/G
Alldlanzahl T/G u
A K M s
(Allelfrequenz G) Makro Mikro
Zerebrovaskulares 2222 8/8 44 a2 0/0 204 44
Rezidivereignis (22x2) (0,5) (0,5) ©5 | (033 . (0,67) (0,5)
Zerebrovaskulares 52/50 a7 1517 | 10/10 5/3 909 44
Erstereignis(51x2) (0,49) ©44) | (053 | ©5 | (038 (0,5) (0,5)
n.s. n.s. n.s. n.s. - n.s. n.s.

Tabelle 13: Polymorphismus GPIIb 2622 T/G Unterteilung in zerebrovaskuléres Rezidivereignis
und zer ebrovaskuléares Er ster eignis 73 Patienten. Allelhéufigkeit und Allelfrequenz fir jeden Schlagan-
falltyp wurden tabellarisch dargestellt. (A = atherothrombotisch, K = kardioembolisch, M = mikrovasku-
l&r, S = sonstige Genese, U = unbestimmbare Genese). Die Patientengruppe mit einem Schlaganfall unbe-
stimmbarer Genese wurde nach den CCT-Befunden weiter in die bildmorphol ogisch mikroangiopathische
und bildmorphologisch makroangiopathische Gruppe geteilt. Die Verteilung der Allelhdufigkeit fur die
Gruppe, mit zerebrovaskuldrem Rezidivereignis und mit zerebrovaskuldrem Erstereignis wurde fir jede
Schlaganfallgenese durch den Chi-sguare Test miteinander verglichen. n.s. = nicht signifikant (P > 0,05).

3.3.35 Esgibt keine Haufung des G-Allels fir eine Gruppe bestimmter Schlagan-
fallgenese in der 51 Patienten mit zerebrovaskularen Erstereignis

Um zu prifen, ob in der Patientengruppe mit zerebrovaskuléarem Erstereignis eine er-
hohte Allelhaufigkeit fur G-Allel des Polymorphismus GPIIb 2622 T/G unter einer be-
stimmten Schlaganfallgenese vorkommt, wurde diese Fragestellung bel den 51 Patien-
ten mit zerebrovaskulérem Erstereignis geprift.

Bei den 51 untersuchten Patienten mit zerebrovaskularem Erstereignis war die Allelan-
zahl 52 fir das T-Allel und 50 fur das G-Alld, die Allelfrequenz fur das G-Alld war
0,49. Von 51 untersuchten Patienten hatten 16 Patienten einen Schlaganfall athero-
thrombotischer Ursache, 16 Patienten einen kardioembolischer, 10 Patienten einen mi-
krovaskulérer Ursache und 4 Patienten hatten einen Schlaganfall sonstiger Ursachen.
Die Allelanzahl des T-Allels und G-Allels waren 9 und 7 bei den Patienten mit einem
Schlaganfall atherothrombotischer Ursache, 15 und 17 bei den Patienten mit einem kar-
dioembolischer, 10 und 10 bel den Patienten mit einem mikrovaskuléarer und 5 und 3 bei
den Patienten mit einem sonstiger Ursache. Die G-Allelfrequenz war 0,44 bel den Pati-
enten mit einem Schlaganfall atherothrombotischer, 0,53 bel den Patienten mit einem
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kardioembolischer, 0,5 bel den Patienten mit einem mikrovaskulérer Ursache und 0,38
bei den Patienten mit einem Schlaganfall sonstiger Ursache.

Von den 51 Patienten hatten 13 Patienten einen Schlaganfall unbestimmbarer Ursache.
Bei ihnen war die Allehaufigkeit jeweils 11 T-Alled und 15 G-Alld, die G-
Allelfrequenz war somit 0,58. Durch CCT-Befunde konnte diese Gruppe in Gruppe mit
einem bildmorphologisch makroangiopathischen Schlaganfall und mit einem bildmor-
phologisch mikroangiopathischen Schlaganfall unterteilt werden. Von den 13 Patienten
hatten 9 Patienten einen bildmorphologisch makroangiopathischen Schlaganfall, 4 Pati-
enten einen bildmorphologisch mikroangiopathischen Schlaganfall. Die Allelanzahl des
T-Allels und des G-Allels waren 11 und 7 fir die Patienten mit einem bildmorpholo-
gisch makroangiopathischen Schlaganfall, 4 und 4 fir die Patienten mit einem bildmor-
phologisch mikroangiopathischen Schlaganfall. Die G-Allelfrequenz war 0,38 fur die
Patienten mit einem bildmorphologisch makroangiopathischen Schlaganfall, 0,5 fur die
Patienten mit einem bildmorphologisch mikroangiopathischen Schlaganfall (Tabelle
14).

Die Allelanzahl fur die Gruppe mit der Schlaganfallgenese ,,atherothrombotisch®, ,kar-
dioembolisch® und ,mikrovaskuldr* wurden durch den Chi-square Test miteinander
verglichen. Die Vergleich zwischen ,,atherothrombotisch® und ,kardioembolisch*
(p = 0,54), ,,atherothrombotisch und ,,mikrovaskulidr (p = 0,72), ,kardioembolisch*
und ,,mikrovaskular” (p = 0,13) zeigte keinen statistisch signifikanten Unterschied (Ta-
belle 14). Die Patientengruppe mit einem Schlaganfall sonstiger Schlaganfallgenese
wurde aufgrund ihrer heterogenen Pathophysiologie (Vertebralisdissektionen und

Vaskulitis) und ihrer geringen Anzahl nicht zum statistischen Vergleich herangezogen.
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GPIIb 2622 T/G

Alldlanzahl T/G ] ]
(Alleifrequenz G) Atherothromb. Kardioemb. Mikrovask.
Allelanzahl (51x2) 52/50 (0,49)
Schlaganfalltyp
e Atherothrombotisch (8x2) 9/7 (0,44) - ns. ns.
e  Kardioembolisch (16x2) 15/17 (0,53) ns. - ns.
. Mikrovaskul&r (10x2) 10/10 (0,5) ns. ns.
. Sonstige Genese (4x2) 5/3 (0,38)
. Unbestimmbar (13x2) 11/15 (0,58)
Makroangiopathisch (9x2) 11/7 (0,38)
Mikroangiopathisch (4x2) 4/4(0,5)

Tabelle 14: Polymorphismus GPI1b 2622 T/G. Allelhdufigkeit und Allelfrequenz fir jeden Schlag-
anfalltyp bei 51 Patienten mit zerebrovaskuldrem Erstereignis Die 51 Patienten mit zerebrovaskul &
rem Erstereignis wurden nach den TOAST-Kriterien eingeteilt und die Allelanzahl und A-Allelhdufigkeit
tabellarisch dargestellt. Die Allelhdufigkeit fur die Patienten mit einem Schlaganfall atherothromboti-
scher, kardioembolischer und mikrovaskuldrer Genese wurden durch den Chi-square Test miteinander
verglichen. Die Patienten mit einem Schlaganfall sonstiger Genese wurden wegen ihrer heterogenen Pa-
thophysiologie und geringeren Anzahl der Patienten nicht in den Vergleich einbezogen. Die Patienten-
gruppe mit einem Schlaganfall unbestimmbarer Genese wurde nach den CCT-Befunden weiter in die
bildmorphol ogisch mikroangiopathische und bild-morphol ogisch makroangiopathische Gruppe unterteilt.
n.s. = nicht signifikant (P > 0,05).

3.3.4 Polymorphismus GPI11a 196 T/C (Leu 33 Pro)

3.34.1 PCR und Genotypbestimmung

Beim Polymorphismus GPllla 196 T/C konnte ich alle zu untersuchenden Segmente
erfolgreich durch die PCR amplifizieren. Nach der PCR wurde das Multiplex-PCR-
Produkt mit der Restriktionsendonuklease Msp | verdaut und die Verdauprodukte auf
dem Agarose-Gel durch die Elektrophorese getrennt. Dabei zeigten sich die Banden 278
Bp und 186 Bp klar auf dem Gel, so dal3 man die Diagnose des Genpolymorphismus auf
dem Gel problemlos stellen konnte. Man sah bei den T-Homozygoten nur die 278 Bp
Bande, bei C-Homozygoten nur die 186 Bp Bande und beide Banden bel den Heterozy-
goten (Abbildung 6).
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-278

-186
bp

Abbildung 6: Polymorphismus GPIlla 196 T/C Verdau des Produktes eines Multiplex-PCR mit der
Restriktionsendonuklease Msp | auf einem Agarose-Gel. Verdaumuster von Polymorphismus GPIlla 196
T/C (Leu 33 Pro). Homozygot TT (Leucin/Leucin), Heterozygot TC (Leucin/Prolin), Homozygot CC
(Prolin/Prolin).

3341 Statistischer Vergleich des Polymorphismus GPIlla 196 T/C zeigt in der
Geschlechtsverteilung, dem Altersdurchschnitt, dem SSS bei Aufnahme
und dem ASSS statistisch keinen signifikanten Unterschied in Zusammen-

hang mit Alleltypen

Von den 73 untersuchten Patienten waren 54 T-homozygot (74,0 %) (31 mannlich/23
weiblich), 18 T/C heterozygot (24,7 %) (8 mannlich/10 weiblich) und 1 C-homozygot
(1,4 %) (1 mannlich/O weiblich). Dies entsprach 19 C-Tréger (26,0 %) (9 méannlich, 10
weiblich).

Um zu Uberprifen, ob bei einem Alleltyp eine Geschlechtshdufung vorkommt, wurde
die Anzahl der mannlichen und weiblichen Patienten von den T-Homozygoten (31
mannlich/23 weiblich) mit den C-Allel-Tragern (9 mannlich/10 weiblich) durch den
Chi-square Test statistisch verglichen. Es zeigte sich kein statistisch signifikanter Unter-
schied (T-Homozygote vs. C-Allel-Tréger; p = 0,450) (Tabelle 15).

Bel dem Polymorphismus GPIlla 196 T/C wurden dhnlich wie bel der Untersuchung
des Polymorphismus Fibrinogen -455 und Polymorphismus GPlIb 2622 T/G die T-
Homozygoten mit C-Allel-Tréger in den folgenden Punkten verglichen; 1. Altersdurch-
schnitt, 2. Scandinavian Stroke Score bei der Aufnahme, 3. Variabilitét des Scandinavi-
an Stroke Scores (ASSS) fur die Patienten mit Lysetherapie, 4. Variabilitét des Scandi-
navian Stroke Scores (ASSS) fur die Patienten ohne Lysetherapie, 5. Anzahl der Patien-
ten, die eine Lysetherapie bel Aufnahme bekommen hat.
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1. Der Altersdurchschnitt war 63,9 + 14,3 Jahre fir die T-Homozygoten und 65,6 + 14,9
Jahre fUr die C-Allel-Tréger. Der statistische Vergleich durch den U-Test nach Mann
und Whitney zeigte keinen signifikanten Unterschied (T-Homozygote vs C-Allel-Trager
p =0,821) (Tabelle 15).

2. Der Durchschnitt des Scandinavian Stroke Score bei Aufnahme war bei den T-
Homozygoten 35,2 £ 13,1, bel den C-Allel-Tragern 36,7 £ 9,9. Der statistische Ver-
gleich durch den U-Test nach Mann und Whitney zeigte keinen signifikanten Unter-
schied (T-Homozygote vs C-Allel-Trager p = 0,927) (Tabelle 15).

3. Der Durchschnitt der Variabilitét des Scandinavian Sroke Scores (ASSS) fur die Pa-
tienten mit Lysetherapie war 7,4 + 10,6 fur die T-Homozygoten, 7,4 = 9,2 fur die C-
Allel-Tréger. Der statistische Vergleich durch den U-Test nach Mann und Whitney
zeigte keinen signifikanten Unterschied (T-Homozygote vs C-Allel-Trager p = 0,377)
(Tabelle 15).

4. Der Durchschnitt der Variabilitét des Scandinavian Stroke Scores (ASSS) fur die Pa-
tienten ohne Lysetherapie war fur die T-Homozygoten 5,5 + 9,5, fur die C-Allel-Trager
8,1 + 9,1. Der statistische Vergleich durch den U-Test nach Mann und Whitney zeigte
keinen signifikanten Unterschied (T-Homozygote vs C-Allel-Tréager p = 0,588) (Tabelle
15).

5. Durch den Chi-square Test konnte sichergestellt werden, dal3 die T-
Homozygotengruppe im Vergleich zu den anderen beiden Gruppen nicht zufallig héufi-
ger Lysetherapie bekam (T-Homozygote vs C-Allel-Trager p = 0,940).

Es wurde ebenfalls Gberprift, ob ein Zusammenhang zwischen zerebrovaskuldren Rezi-
divereignis und Alleltypen besteht. Unter den T-Homozygoten hatten 35 Patienten zere-
brovaskuléres Erstereignis, 19 Patienten hatten zerebrovaskul&res Rezidivereignis, unter
den C-Allel-Tréger hatten 16 Patienten Erstereignis, 3 Patienten hatten Rezidivereignis.
Die Anzahl der Patienten wurde durch den Chi-square Test verglichen. Es zeigte sich
kein statistisch signifikanter Unterschied (T-Homozygote vs C-Allel-Tréger p = 0,227)
(Tabelle 15).

Die T-Homozygoten, die T-Allel-Trager, die Heterozygoten, die C-Allel-Trager und die
C-Homozygoten wurden nach der Schlaganfallgenese gemald den TOAST-Kriterien in

Gruppen mit Schlaganfall atherothrombotischer, kardioembolischer, mikrovaskulérer,
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sonstiger und unbestimmbarer Genese unterteilt

15).

und tabellarisch dargestellt (Tabelle

T-Homozygote T-Tréger Heterozygote C-Tréger C-Homozygote
Patienten (ménnlich/weiblich)
n= 73 (40/33) 54 (31/23) 72 (39/33) 18 (8/10) 19 (9/10)"® 1 (1/0)
Altersdurchschnitt 63,9+ 14,3 64,5+14,4 66,4+ 14,9 65,6 + 14,9"¢ 52,1
SSS bei Aufnahme 352+131 36,0£11,9 38,3+7,2 36,7+9,9"™ 8,0
Lysepatienten(n = 13) 9 12 3 3 0
ASSS (mit Lysepatienten) 74+10,6 7,1+9,8 6,0+7,0 7,4+92" 33,0
ASSS (ohne Lysepatienten) 55+95 5,7+8,8 6,5+ 6,5 81+91" 33,0
Schlaganfalltyp; (n=54) (n=72) (n=18) (n=19) (n=1)
Atherothrombotisch (n = 16) 13 16 3 3 0
Kardioembolisch (n = 20) 16 19 3 4 1
Mikrovaskular (n = 13) 8 13 5 5 0
Sonstige Genese (n = 4) 3 4 1 1 0
Unbestimmbar (n = 20) 14 20 6 6 0
Zerebrovaskuldres Erstereignis 35 51 16 16 0
(n=51)
Zerebrovaskuléres Rezidivereignis 19 21 2 3 1
(n=22)

Tabelle 15: Polymorphismus GPIl1a 196 T/C 73 Patienten. Anzahl der Patienten und Geschlechtsver-
haltnis (ménnlich/weiblich), Altersdurchschnitt + Standardabweichung (£ SD), Scandinavian Stroke Sco-
re (SSS) bei Aufnahme £ SD, Anzahl der Patienten mit Lysetherapie, Differenz des SSS bei Aufnahme
und Entlassung (ASSS) fir die Patienten mit Lysetherapie und ohne Lysetherapie + SD, Patientenanzahl
fur die Schlaganfalltypen, Patientenanzahl mit zerebrovaskuldrem Rezidivereignis. Jede Gruppe wurden
nach dem Genotyp weiter in die T-Homozygoten, T-Allel-Tréger, die Heterozygoten, C-Allel-Tréger und
die C-Homozygoten unterteilt. Die T-Homozygoten und die C-Allel-Trager wurden in den Parametern
Altersdurchschnitt, SSS bei der Aufnahme, ASSS mit Lysetherapie, ASSS ohne Lysetherapie durch den
U-Test nach Mann und Whitney verglichen. In der Geschlechtsverteilung wurden die zwei Gruppen
durch den Chi-square Test verglichen. Jede Genotypgruppe wurde nach der Schlaganfallgenese unterteilt.
Die T-Homozygoten und die C-Allel-Tréger wurden in der Verteilung der Patientenzahl mit der Gesamt-
gruppe durch den Chi-sguare Test verglichen. Die Genverteilung der Patienten mit zerebrovaskul&rem
Rezidivereignis wurde berechnet und die Patientenverteilung der T-Homozygoten und der C-Allel-Trager
wurden mit der der Gesamtgruppe durch den Chi-square Test verglichen. n.s. = nicht signifikant
(p >0,05)

3.34.2 Esgibt keine Haufung des C-Allelsin Abhangigkeit eines Schlaganfalltyps
in der gesamten Schlaganfallgruppe

Die Allelanzahl und die Allelfrequenz des Polymorphismus GPIlla 196 T/C wurden fir

jede Schlaganfallgenese nach den TOAST-KTriterien berechnet und tabellarisch darge-

stellt (Tabelle 16). Bei den 73 untersuchten Patienten war die Allelanzahl 127 fir das T-
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Allel und 19 fir das C-Alldl, die Allelfrequenz fir das C-Allel war 0,13. Die Allelan-
zahl des T-Allels und C-Allels waren 29 und 3 bei den Patienten mit einem Schlaganfall
atherothrombotischer Ursache, 35 und 5 bel den Patienten mit einem Schlaganfall kar-
dioembolischer Ursache, 21 und 5 bel den Patienten mit einem Schlaganfall mikro-
vaskulérer Ursache und 7 und 1 bel den Patienten mit einem Schlaganfall sonstiger Ur-
sache. Die C-Allelfrequenz war 0,09 bei den Patienten mit einem Schlaganfall athero-
thrombotischer Ursache, 0,13 bel den Patienten mit einem Schlaganfall kardioemboli-
scher Ursache, 0,19 bel den Patienten mit einem Schlaganfall mikrovaskularer Ursache
und 0,13 bei den Patienten mit einem Schlaganfall sonstiger Ursachen.

Von den 73 Patienten hatten 20 Patienten einen Schlaganfall unbestimmbarer Ursache.
Hier war die Allelhdufigkeit 35 T-Allele und 51 C-Allele, die C-Allelfrequenz war 0,14.
Durch CCT-Befunde konnte diese Patientengruppe in bildmorphologisch makroangio-
pathische und in bildmorphologisch mikroangiopathische Schlaganfélle unterteilt wer-
den. Von den 20 Patienten hatten 12 Patienten einen bildmorphologisch makroangio-
pathischen Schlaganfall, 8 Patienten hatten einen bildmorphologisch mikroangiopathi-
schen Schlaganfall. Die Allelanzahl des T-Allels und des C-Allels waren 21 und 3 bel
den Patienten mit einem bildmorphol ogisch makroangiopathischen Schlaganfall, 14 und
2 bei den Patienten mit einem bildmorphologisch mikroangiopathischen Schlaganfall.
Die G-Alldfrequenz war 0,13 bei den Patienten mit einem bildmorphologisch makro-
angiopathischen Schlaganfall, 0,13 bei den Patienten mit einem bildmorphologisch mi-
kroangiopathischen Schlaganfall (Tabelle 16).

Die Allelanzahl fiir die Gruppe mit der Schlaganfallgenese ,,atherothrombotisch®, ,kar-
dioembolisch® und ,mikrovaskuldr* wurden durch den Chi-square Test miteinander
verglichen. Die Vergleich zwischen ,,atherothrombotisch® und ,kardioembolisch*
(p = 0,68), ,,atherothrombotisch® und ,,mikrovaskulidr (p = 0,28), ,kardioembolisch*
und ,,mikrovaskuldr“ (p = 0,46) zeigten keinen statistisch signifikanten Unterschied

(Tabelle 16).
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GPIl1a196 T/C
Allelanzahl T/C
(Alleifrequenz C) Atherothromb. Kardioemb. Mikrovask.
Allelanzahl (73x2) 127/19 (0,13)
Schlaganfalltyp
e Atherothrombotisch (16x2) 29/3(0,09) - ns. ns.
. Kardioembolisch (20x2) 35/5(0,13) ns. - ns.
e Mikrovaskuldr (13x2) 21/5(0,19) ns. ns.
. Sonstige Genese (4x2) 7/1(0,13)
. Unbestimmbar (20x2) 35/5(0,14)
Makroangiopathisch (12x2) 21/3(0,13)
Mikroangiopathisch (8x2) 14/2 (0,13)

Tabelle 16: Polymorphismus GPIlla 196 T/C. Allehaufigkeit und Allelfrequenz fur jeden Schlag-
anfalltyp. Die 73 Patienten wurden in Schlaganfalltypen nach dem TOAST-Kriterien eingeteilt und die
Allelanzahl und C-Allelhaufigkeit wurden tabellarisch dargestellt. Die Allelhdufigkeit fir die Patienten
mit einem Schlaganfall atherothrombotischer Genese, kardioembolischer Genese und mikrovaskulérer
Genese wurden durch den Chi-square Test verglichen. Die Patienten mit einem Schlaganfall sonstiger
Genese wurden wegen ihrer heterogenen Pathophysiologie und geringeren Anzahl der Patienten nicht in
den Vergleich einbezogen. Die Patienten mit einem Schlaganfall unbestimmbarer Genese wurden nach
den CCT-Befunden weiter in die bildmorphologisch mikroangiopathische und in die bildmorphologisch
makroangiopathische Gruppe geteilt. n.s. = nicht signifikant (p > 0,05).

3.34.3 Zwischen den Schlaganfallgruppen ,,Erstereignis® und ,,Rezidivereignis*
zeigte sich kein signifikanter Unterschied der Allelverteilung des Poly-
morphismus GPIIIa 196 T/C

Die untersuchten 73 Patienten wurden im weiteren in eine Gruppe mit einem oder meh-
reren zerebrovaskuléren Rezidivereignissen und in eine Gruppe mit Erstereignis unter-
teilt. 22 Patienten hatten ein oder mehrere zerebrovaskuléren Rezidivereignisse, 51 Pati-
enten hatten ihr erstes zerebrovaskuldres Ereignis. In der Patientengruppe mit Rezi-
divschlaganfall hatten 8 Patienten einen Schlaganfall atherothrombotischer Genese, 4
Patienten einen Schlaganfall kardioembolischer Genese, 3 Patienten einen Schlaganfall
mikroangiopathischer Genese, kein Patient hatte einen Schlaganfall sonstiger Genese.
Aus den 7 Patienten, die einen Schlaganfall unbestimmbarer Genese hatten, hatten 3
Patienten einen bildmorphologisch makroangiopathischen Schlaganfall und 4 Patienten
einen bildmorphol ogisch mikroangiopathischen Schlaganfall (Tabelle 17).
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In der Patientengruppe mit erstem Schlaganfall hatten 8 Patienten einen Schlaganfall
atherothrombotischer, 16 Patienten einen kardioembolischer, 10 Patienten einen mikro-
vaskulérer, 4 Patienten einen sonstiger Genesen. 13 Patienten, die einen Schlaganfall
einer unbestimmbarer Genese hatten, hatten 9 Patienten einen bildmorphologisch ma-
kroangiopathischen Schlaganfall und 4 Patienten einen bildmorphologisch mikroangio-
pathischen Schlaganfall (Tabelle 17).

In der Patientengruppe mit Rezidivschlaganfall waren die Allelanzahl des T-Allels und
C-Allels 41 und 3 (C-Allelfrequenz 0,09), 15 und 1 fur die atherothrombotische Schlag-
anfallgenese (C-Allelfrequenz 0,06), 6 und 2 fir die kardioembolische Genese (C-
Allelfrequenz 0,25), 6 und O fur die mikrovaskuldre Genese (C-Allelfrequenz 0), 6 und
0 fur die bildmorphologisch makroangiopathisch unbestimmbare Genese (C-
Allelfrequenz 0) und 8 und O fur die bildmorphologisch mikroangiopathisch unbe-
stimmbare Genese (C-Allelfrequenz 0) (Tabelle 17).

In der Patientengruppe mit erstem Schlaganfall war die Allelanzahl des T-Allels und C-
Allels 86 und 16 (C-Allelfrequenz 0,16), 14 und 2 fir die atherothrombotische Genese
(C-Allelfrequenz 0,13), 29 und 3 fur die kardioembolische Genese (C-Allelfrequenz
0,09), 15 und 5 fur die mikrovaskulare Genese (C-Allelfrequenz 0,25), 7 und 1 fir die
sonstige Genese (C-Allelfrequenz 0,13), 15 und 3 fir die bild-morphologisch makroan-
giopathisch unbestimmbare Genese (C-Allelfrequenz 0,17) und 6 und 2 fir die bildmor-
phologisch mikroangiopathisch unbestimmbare Genese (C-Allelfrequenz 0,25) (Tabelle
17).

Die Allelhaufigkeit fur jede Schlaganfallgenese der beiden Gruppen wurde durch den
Chi-square Test verglichen. Es zeigten sich kein statistisch signifikanter Unterschied
(p>0,05=n.s.) (Tabelle 17)
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GPIlla196 T/C
Allelanzahl T/C u
A K M s
(Allelfrequenz C) Makro Mikro
Zerebrovaskulares 41/3 15/1 6/2 6/0 0/0 6/0 8/0
Rezidivereignis (22x2) (0,09) 0,06) | (0,25) ©) . ©) ©)
Zerebrovaskulares 86/16 1472 2913 15/5 71 15/3 6/2
Erstereignis(51x2) (0,16) 0,13 | (009 | 025 | (013 | (017 (0,25)
n.s. n.s. n.s. n.s. - n.s. n.s.

Tabelle 17: Polymorphismus GPIlla 196 T/C Unterteilung in zerebrovaskuléres Rezidivereignis
und zer ebrovaskuléres Erstereignis 73 Patienten. Allelhéufigkeit und Allelfrequenz fir jede Schlagan-
fallgenese wurden tabellarisch dargestellt (A = atherothrombotisch, K = kardioembolisch, M = mikro-
vaskulér, S = sonstige Genese, U = unbestimmbare Genese). Die Patientengruppe mit einem Schlaganfall
unbestimmbarer Genese wurde nach den CCT-Befunden weiter in die bildmorphologisch mikroangio-
pathische und bildmorphol ogisch makroangiopathische Gruppe geteilt. Die Verteilung der Allelhaufigkeit
der Gruppe, mit zerebrovaskuldrem Rezidivereignis und mit zerebrovaskuldrem Erstereignis wurde fir
jede Schlaganfallgenese durch den Chi-square Test miteinander verglichen. n.s. = nicht signifikant
(p > 0,05).

3.34.4 Esqgibt keine Haufung des C-Allelsin Abhangigkeit eines Schlaganfalltyps
unter den 51 Patienten mit einem zer ebrovaskuléren Erstereignis

Um festzustellen, ob in der Patientengruppe mit zerebrovaskuldrem Erstereignis eine
erhohte Allelhaufigkeit fur das C-Allel des Polymorphismus GPIIla 196 T/C unter einer
bestimmten Schlaganfallgenese vorkommt, wurde diese Fragestellung bel den 51 Peti-
enten mit zerebrovaskuléarem Erstereignis geprift.

Bei den 51 untersuchten Patienten mit zerebrovaskularem Erstereignis war die Allelan-
zahl 86 fur das T-Allel und 16 fur das C-Allel, die Allelfrequenz fur das C-Allel war
0,16. Von ihnen hatten 8 Patienten einen Schlaganfall atherothrombotischer Ursache, 16
Patienten einen kardioembolischer, 10 Patienten einen mikrovaskulérer und 4 Patienten
einen Schlaganfall sonstiger Ursachen. Die Allelanzahl des T-Allelsund C-Allels waren
14 und 2 bei den Patienten mit einem Schlaganfall atherothrombotischer, 29 und 3 bel
den Patienten mit einem kardioembolischer, 15 und 5 bei den Patienten mit einem mi-
krovaskuldarer und 7 und 1 bel den Patienten mit einem sonstiger Ursachen. Die G-
Allelfrequenz war 0,13 bei den Patienten mit einem Schlaganfall atherothrombotischer,
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0,09 bei den Patienten mit einem kardioembolischer, 0,25 bei den Patienten mit einem
mikrovaskul&rer und 0,13 bel den Patienten mit einem sonstiger Ursachen.

Von den 51 Patienten hatten 13 Patienten einen Schlaganfall, den man nicht eindeutig in
eine der oben genannten Gruppe einteilen konnte. Von den 13 Patienten waren die Al-
lelhdufigkeit 21 T-Allele und 5 C-Allele, die C-Allelfrequenz war 0,19. Durch CCT-
Befunde konnten diese Patienten in eine Gruppe mit einem bildmorphologisch makro-
angiopathischen Schlaganfall und in eine Gruppe mit einem bildmorphologisch mikro-
angiopathischen Schlaganfall unterteilt werden. Von den 13 Patienten hatten 9 Patienten
einen bildmorphologisch makroangiopathischen, 4 Patienten hatten einen bildmorpho-
logisch mikroangiopathischen Schlaganfall. Die Allelanzahl des T-Allels und des C-
Allelswaren 15 und 3 fur die Patienten mit einem bildmorphologisch makroangiopathi-
schen, 6 und 2 fir die Patienten mit einem bildmorphologisch mikroangiopathischen
Schlaganfall. Die C-Allelfrequenz war 0,17 fUr die Patienten mit einem bildmorpholo-
gisch makroangiopathischen, 0,25 fir die Patienten mit einem bildmorphologisch mi-
kroangiopathischen Schlaganfall (Tabelle 18).

Die Allelanzahl der Gruppen mit der Schlaganfallgenese ,,atherothrombotisch®, , kardi-
oembolisch* und ,,mikrovaskulér* wurden durch den Chi-square Test miteinander ver-
glichen. Der Vergleich zwischen ,atherothrombotisch® und ,kardioembolisch®
(p =0,74), ,,atherothrombotisch* und ,,mikrovaskulidr (p = 0,35), ,kardioembolisch*
und ,,mikrovaskular* (p = 0,13) zeigte keinen statistisch signifikanten Unterschied (Ta-
belle 18). Die Patientengruppe mit einem Schlaganfall sonstiger Schlaganfallgenese
wurde aufgrund ihrer heterogenen Pathophysiologie (Vertebralisdissektionen und

Vaskulitis) und ihrer geringen Anzahl nicht zum statistischen Vergleich herangezogen.
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GPIl1a196 T/C
Allelanzahl T/C
(Alleifrequenz C) Atherothromb. Kardioemb. Mikrovask.
Allelanzahl (51x2) 86/16 (0,16)
Schlaganfalltyp
e Atherothrombotisch (8x2) 14/2 (0,13) - ns. ns.
e  Kardioembolisch (16x2) 29/3 (0,09) n.s. - n.s.
e Mikrovaskular (10x2) 15/5 (0,25) ns. ns.
. Sonstige Genese (4x2) 7/1(0,13)
. Unbestimmbar (13x2) 21/5(0,19)
Makroangiopathisch (9x2) 15/3 (0,17)
Mikroangiopathisch (4x2) 6/2 (0,25)

Tabelle 18: Polymorphismus GPIlla 196 T/C. Alledhaufigkeit und Allelfrequenz fur jeden Schlag-
anfalltyp bel 51 Patienten mit zerebrovaskuléres Erstereignis. Die 51 Patienten mit zerebrovaskul &
rem Erstereignis wurden nach Schlaganfallgenese gemal? der TOAST-Kriterien eingeteilt und die Alle-
lanzahl und C-Allelhdufigkeit tabellarisch dargestellt. Die Allelhaufigkeit fir die Patienten mit Schlagan-
fallen atherothrombotischer Genese, kardioembolischer Genese und mikrovaskulérer Genese wurde durch
den Chi-sguare Test miteinander verglichen. Die Patienten mit Schlaganféllen sonstiger Genese wurden
wegen der heterogenen Pathophysiologie und geringeren Anzahl der Patienten nicht in den Vergleich
einbezogen. Die Patientengruppe mit unbestimmbarer Genese wurde nach den CCT-Befunden weiter in
die bildmorphol ogisch mikroangiopathische und bildmorphologisch makroangiopathische Gruppe unter-
teilt. n.s. = nicht sgnifikant (p > 0,05).

3.3.5 PolymorphismusFibrinogen -854 G/A

3.35.1 Genotypisierung des Polymorphismus Fibrinogen -854 G/A und Mis
match-PCR

Bel der Diagnosestellung des Polymorphismus Fibrinogen -854 G/A bereitete die PCR
eine grol3e Schwierigkeit. Die Mismatch-PCR funktionierte nicht, wie ich es mir ge-
winscht hatte.

Wie oben im Kapitel ,,Material und Methode* bereits geschrieben wurde, wurde bei der
PCR des Polymorphismus Fibrinogen -854 G/A ein modifizierter Primer benutzt, damit
das Produkt eine Schnittstelle fiir die Restriktionsendonuklease EcoR I enthélt (Mis-
match-PCR).

Die PCR zeigte sich am Anfang problemlos. Es stellte sich jedoch heraus, daBl diese
PCR sehr anfillig fiir Kontamination war. Beim Wiederholen dieser PCR kam es zu

staindiger Kontamination. Nach ca. einem Jahr Pause konnte man lediglich zwei Mal
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Ergebnisse

eine kontaminationsfreie PCR durchfthren. Bel einem dritten Mal kam es erneut zu
Kontamination dieser PCR.

Vermutlich wurde diese Kontamination durch die sehr kleinen PCR-Produkte von 132
Bp dieser PCR verursacht, die leicht in die Luft flogen und besser amplifizierbar waren
als das nicht ganz genau passende genomische DNA-Template.

Letztendlich mufdte auf diese PCR verzichtet werden, da durch die Kontamination eine
glaubwirdige Diagnosestellung nicht mehr moglich war.

Abbildung 7: PCR-Produkt Fibrinogen -854 G/A Die ersten drei Spuren von links sind mit Patienten-
DNA, die letzten zwel ohne DNA als Negativkontrolle. Man sieht in der Negativkontrolle Banden, die
auf eine Kontamination der gesamten PCR hinweist. An beiden Enden sind 100 Bp Leiter zu sehen. Die
dicke Bandein der Leiter entspricht den 600 Bp.
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4 Diskussion

In Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob bestimmte Polymorphismen im Gerin-
nungssystem durch Anderungen der Hamodynamik bei der Entstehung eines Schlagan-
falls bzw. im Verlauf nach einem Schlaganfall eine Rolle spielen kdnnten. Angesichts
der heutigen noch frustrierenden Therapieméglichkeiten eines bereits stattgefundenen
Schlaganfalls kann man nicht genug betonen, dal} das weitere Versténdnis tber Pa-
thophysiologie bzw. Pathobiochemie des Schlaganfalls und dessen primére Prophylaxe
bzw. Prévention essentiell sind. Die Untersuchung, welche Rolle die genetischen Poly-
morphismen in der Pathophysiologie und Pathobiochemie eines Schlaganfalls spielen,
stellt eine wichtige Ansatzmoglichkeit zu einem besseren Verstandnis und damit zu

einer eventuell besseren Therapiemoglichkeit in der Zukunft dar.

4.1 Fibrinogen -455 G/A und Fibrinogen -854 G/A

In den letzten Dekaden haben enige epidemiol ogische Studien gezeigt, dal? ein erhohter
Fibrinogen-Plasmaspiegel neben arterieller Hypertonie, Hyperlipoproteindmie und Dia-
betes mellitus ein unabhangiger Risikofaktor flr koronare Herzkrankheit und Schlagan-
fall darstellt (Ernst and Resch, 1993; Kannel et al., 1987; Meade et al., 1986; Wilhelm-
sen et a., 1984; Yarnell et al., 1991). Es wére unwahrscheinlich, dal3 die anderen, be-
reits gut bekannten Risikofaktoren des Schlaganfalls wie Rauchen, Infektion oder
Trauma nur rein zuféllig mit erhdhten Fibrinogen-Plasmaspiegeln im Zusammenhang
stehen. So kommt es zu einer zusétzlich erhdhten Plasmaviskositét in Rahmen der Akut-
Phase-Reaktion bel einer Infektion, Verletzung oder Trauma (Ferrer-Antunes et d.,
1998). Die genaue Rolle des Fibrinogen bei der Entstehung eines Schlaganfalls gilt je-
doch heute noch nicht as gesichert (Dyker et a., 1997; I1so et a., 1989; 1995).

Fibrinogen spielt als Faktor 11 im Gerinnungssystem eine entscheidende Rolle und hat
zweifellos eine wichtige Funktion bel der Entstehung eines ischdmischen Schlaganfalls.
Es beschleunigt sowohl die Thrombozytenaggregation, als auch die Blutgerinnung
(Weng et a., 1999). Eben so ist Fibrinogen neben Hamatokrit entscheidend fir die
Blutviskositét durch seine absolute Menge und asymmetrische Form (Blann et a., 1998)
und beeinflufdt wesentlich die Hdmodynamik im feinen Kapillargebiet. Als Folge dessen
kommt es zum erhéhten intravasalen Gerinnungsrisiko in diesen Gebieten (Blann et al.,
1998; Ernst et d., 1991; Grotta et a., 1982; Kannel et al., 1987). Aus diesen Grinden
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waére es eine logische Konsequenz, dal3 eine Erhdhung des Fibrinogen-Plasmaspiegels
eher das Risiko fur einen Schlaganfall thromboembolischer oder mikroangiopathischer
Genese erhoht, als fur einen Schlaganfall sonstiger Genese. Bereits mehrere prospektive
epidemiologische Studien konnte zeigen, dal’ eine erhéhte Fibrinogenkonzentration ein
unabhangiger Risikofaktor atherosklerotisch bedingter Erkrankungen ist (Ernst and
Resch, 1995; Heinrich and Assmann, 1995; Qizilbash, 1995; Thompson et al., 1995;
Wilhelmsen et ., 1984).

Die beiden Polymorphismen Fibrinogen -455 G/A und -854 G/A sind in der Promotor-
region der Fibrinogen-pB-Kette und haben in der Regulation des Fibrinogen-
Plasmaspiegels eine wichtige Rolle (Ferrer-Antunes et al., 1998; Gardemann et d.,
1997; van 't Hooft et a., 1999). In gesunden Probanden mit dem A-Allel des Poly-
morphismus -854 G/A oder dem A-Alld des Polymorphismus -455G/A wurde ein si-
gnifikant erhohter Fibrinogenspiegel im Plasma festgestellt (Gardemann et al., 1997;
van 't Hooft et a., 1999). Zudem zeigten Tréger des A-Allels an der Position -455 einen
deutlich verstérkten Fibrinogenanstieg in der Akut-Phase-Reaktion (Ferrer-Antunes et
al., 1998; Gardemann et al., 1997).

In meiner Arbeit konnte ich feststellen, dai3 die Allelhaufigkeit fur A-Allel des Poly-
morphismus -455 G/A unter den Schlaganfallpatienten mit atherothrombotischer
Schlaganfallgenese in Vergleich zu unter den Schlaganfallpatienten mit kardioemboli-
scher Schlaganfallgenese bei den 73 untersuchten Patienten signifikant erhoht war (Ka-
pitel 3.3.2.3). Be der gleichen Untersuchung, durchgefthrt bel den 51 Patienten mit
zerebrovaskuldrem Erstereignis, war sie nicht mehr signifikant unterschiedlich. Die
Tendenz ist jedoch deutlich vorhanden und konnte durch die geringe Patientenzahl er-
klart werden (Kapitel 3.3.2.5). Das Ergebnis bestétigt die Hypothese, die bereits oben
geschrieben wurde. Eine prospektiv randomisierte Kontrollstudie konnte eine stérkere
Aussage haben und sollte in weiteren Arbeiten zur Validierung der Ergebnisse erfolgen.
Interessanterweise wurde das A-Allel des Polymorphismus -455 G/A von Nishimura
und Kessler, im Gegensatz zu meinem Ergebnis, vermehrt bel Patienten mit makroan-
giopathischen Hirninfarkten festgestellt (Kessler et d., 1997). Gleichzeitig beschrieb
Nishimura das A-Allel dieses Polymorphismus a's unabhangigen Risikofaktor fur Hirn-
infarkte bei hypertensiven Patienten in der japanischen Bevolkerung (Nishiuma et d.,
1998). Die beiden Studie waren kontrolliert, die Patientenzahl war bel beiden Studien
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ebenfalls relativ gering (n = 254 und 452). In der letzt genannten Studie war das Patien-
tenkollektiv ausschliefdlich japanischer Herkunft, welche eher zu einem Schlaganfall
neigen (Nishiumaet a., 1998). Das A-Allel des Polymorphismus -455 G/A scheint zu-
sétzlich mit einer beschleunigten Progression der Koronarsklerose assoziiert zu sein (de
Maat et al., 1998).

Ebenfalls konnte in meiner Arbeit festgestellt werden, dal3 die A-Allel-Tréger eine si-
gnifikant grofRere Variabilitdt des Fibrinogen-Plasmaspiegels in Verlauf des Kranken-
hausaufenthaltes haben (Kapitel 3.3.2.6), wahrend es bei der Untersuchung des Verlau-
fes des neurologischen Status nach dem Schlaganfall keinen klinisch signifikanten Un-
terschied durch SSS-Entlassung/SSS-Aufnahme-Differenz zwischen den G-
Homozygoten und A-Allel-Tragern nachweisen lief3.

Aus der klinischen Erfahrung sagen viele Neurologen, dal3 es einem Patienten nach ei-
nem Schlaganfall schlechter gehe, je hoher der Fibrinogenspiegel sei. Ob tatsachlich im
Verlauf beim akuten Schlaganfall durch Polymorphismen die Fibrinogen-Plasmaspiegel
beeinfluf3t werden, ist bisher in keiner Studie gezeigt. Auch in dieser Arbeit konnte
nicht gezeigt werden, dal3 der klinische Verlauf bei den Patienten mit Risikopoly-
morphismen ungunstiger ist. In einer Studie wurde gezeigt, dal3 die Fibrinogenspiegel
und die Plasmaviskositét bei TIA (transient ischaemic attack)-Patienten signifikant er-
hoht sind und nicht erst nach der TIA (Ernst et a., 1988). Nach Literaturangabe heil3t
es, dal? es bel Fibrinogenwerten im Plasma tiber 20 g/l die Gefél3situation als unginstig
und Uber 30 g/l ds gefahrdend im Hinblick auf eine Gefél3okklusion einzustufen ist
(Nickolaus, 2000) (Referenzbereich 1,8 - 3,5 g/l) (Wagner and Dati, 2000). Angesichts
der Tatsache, dal? der Fibrinogenspiegel multifaktoriell reguliert wird, ist eine Moglich-
keit, dal3 be einem Trager mehrerer fibrinogen-erhthender Genpolymorphismen das
Schlaganfallrisiko tatsachlich erhoht ist oder dald der Verlauf nach einem ischéamischen
Schlaganfall durch erhéhten Fibrinogen-Plasmaspiegel ungunstig beeinflufdt wird.

In dieser Arbeit waren bel dem Polymorphismus Fibrinogen -455 G/A von den 73 unter-
suchten Patienten 51 G-Homozygote (70%) (25 mannlich/26 weiblich), 20 Heterozygo-
te (27%) (13 mannlich/7 weiblich) und 2 A-Homozygote (3%) (2 méannlich/O weiblich).
Es waren 22 A-Allel-Trager (30%) (15 mannlich/7 weiblich). Dieses Ergebnis ent-
spricht einer Allelfrequenz von 0,16 fur A-Allel und paldt ungeféhr zu der Angabe von
Van 't Hooft et al., die eine Allelfrequenz von 0,21 fir das A-Allel in der mitteleuropéi-
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schen Bevdlkerung angegeben haben (van 't Hooft et a., 1999). Unter den A-Allel-
Trégern des Polymorphismus Fibrinogen -455 G/A kam bel dieser Untersuchung das
mannliche Geschlecht signifikant haufiger vor. Das Gen befindet sich im Chromosom 4
und dieses Ergebnis ist vermutlich durch Zufall bedingt und wirde wahrscheinlich bei

der Untersuchung weiteren Patienten egalisieren.

4.2 GPllb 2622 T/G (Ile 843 Ser) und GPII1a 196 T/C (Leu 33 Pro)

Der Fibrinogenrezeptor Glykoprotein l1b/l11a-Komplex auf den Thrombozyten spielt bel
der Thrombozytenaggregation eine entscheidende Rolle. Jingere hamostaseol ogische
Studien zeigen eine hohe Expression von GPIIb/Il1a-Komplex auf den Thrombozyten
als pradiktiven Faktor fur die Koronarstentthrombose (Neumann et al., 1996). Auch in
der Klinik gelten die Glykoprotein IIb/Illa-Antagonisten zur Zeit as die potenteste
Thrombozytenaggregationshemmer und finden as Reservemittel ihr Gebrauch
(Hardman, 2001).

In Vergleich zu Fibrinogen ist die Rolle des GP Ilb/lI11a-Komplex funktionell weniger
systemisch. Als Rezeptor fur Fibrinogen und von Willebrand Faktor (VWF) vermittelt es
die Aggregation der Thrombozyten, sowohl miteinander als auch an die Gefal3wand.
Dieser Rezeptor wird durch thrombophile Substanzen wie Thrombin, Kollagen, Throm-
boxan A2 oder ADP aktiviert, so dal3 die Aggregation stattfinden kann (Plétchenakti-
vierung) (Hardman, 2001). Fibrinogen vernetzt aktivierte Plattchen tber eine Bindung
an den GPIIb/lllaaKomplex. Der nicht aktivierte GP I1b/lllaaKomplex ist nicht in der
Lage, die Aggregation zu vermitteln.

Fir den Polymorphismus GPI1b 2622 T/G (lle 843 Ser) wurde Einfluf3 auf die Prognose
nach einem Schlaganfall berichtet. Das G-Alldl des Polymorphismus GPIlb 2622 T/G
wurde in einer Studie signifikant mit erhdhter Mortalitdt nach ischamischem Schlagan-
fall assoziiert gefunden (Carter et al., 1999). Durch dem Austausch des Isoleucin an der
Position 843 durch Serin scheint die Konformation der Fibrinogen-Bindestelle verandert
zu werden, was zu einer verstarkten Bindung von Fibrinogen, besonders im Bereich
sehr hoher Fibrinogenkonzentration fuhrt (Carter et a., 1999).

Der Polymorphismus GPII1a 196 T/C (Leu 33 Pro) hat Einfluld auf die Aktivitét des GP
l1b/I1la-Komplex. Das Prolin an der Position 33 des GPllla erniedrigt die Schwelle fir
die oben beschriebene Aktivierung der Thrombozyten durch ADP und fuhrt zu einer
erhdhten Affinitét far Fibrinogen (Michelson et al., 2000). Das C-Allel des Poly-
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morphismus GPIlla 196 T/C konnte ebenfalls mit einem erhohten Risiko fir den isch&
mischen Schlaganfall korreliert werden (Wagner et a., 1998). Dabel wird die Amino-
séure Leucin (PIA1) an Position 33 des Glykoproteins I11a durch Prolin (PIA2) ersetzt.
Diese sogenannten PIA2-positive Blutpldttchen haben eine erniedrigte Schwelle fir
Pléattchen- oder GPIIb/Ia-Aktivierung und binden leichter Fibrinogen.

In dieser Arbeit wurde eine klinisch statistische Untersuchung des Kurzzeitverlaufs der
Schlaganfallpatienten je nach Genotypen durchgefthrt. Dabei war die Fragestellung
hauptséchlich zu kldren; 1. Ob die untersuchten Gene eine pradisponierende Rolle fir
einen bestimmten Schlaganfalltyp spielen. Eine verstérkte Plétchen-Aktivierung wurde
insbesondere bel Individuen mit atherosklerotisch oder hdmodynamisch bedingten In-
farkten beobachtet (Konstantopoulos et al., 1995). Bei diesen Individuen |al3t sich eine
erhohte Inzidenz so genannter Mikroembolie-Signale in der transkraniellen Dopplerso-
nographie nachweisen (Babikian et al., 1997). Ihre Frequenz korreliert mit dem Grad
der atherosklerotischen Verénderungen (Babikian et al., 1997; Droste et a., 1999) und
dem Risiko eines ischdmischen Hirninfarktes (Babikian et a., 1997; Droste et al., 1999;
Tong and Albers, 1995). Aus der Tatsache 183 sich vermuten, dal3 die Patienten mit
PIA2-positiven Blutpléttchen eher zu einem atherosklerotischen Schlaganfall prédispo-
niert sind. 2. Haben die untersuchten Gene einen signifikanten Einflufd nach einem statt-
gefundenen Schlaganfall? Wenn man an die komplexe Interaktion von Fibrinogen und
GP lIb/llla-Komplex denkt, besonders bei einem erhdhten Plasma-Fibrinogenspiegel,
kann man die beiden Faktoren als Teil eines multifaktoriellen Risikos in der Schlagan-
fallforschung nicht aul3er acht lassen. Carter et al. berichten, daf die beiden Mutationen,
sogenannte HPA-3 und PIA2, zusammen in Bezug auf Mortalitét eine signifikante In-
teraktion mit Fibrinogen zeigen und dal die Patienten mit HPA-3 positiven Blutplatt-
chen eine erhohte Mortalitét nach ischamischem Schlaganfall haben (Carter et d.,
1999). 3. Ob die Patienten mit Risikogenen jingere Durchschnittsalter bei dem Schlag-
anfall haben. Wenn die Patienten mit den oben genannten Risikogenen fir einen
Schlaganfall pradisponiert sind, wére es zu vermuten, dald sie in Vergleich zur Normal-
bevdlkerung in ihrem jlingeren Alter einen Schlaganfall bekommen.

Wie oben bereits im Ergebnisteil geschrieben, konnte keine der gestellten Fragen mit
signifikantem Ergebnis beantwortet werden. Bel dem Polymorphismus GPIlla 196 T/C
muf3 man jedoch sagen, dal3 die untersuchte Gruppe zu klein war, da beispielsweise fir
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Prolin-homozygot nur ein Patienten im Kollektiv war. Ob dieses auch fir den Poly-
morphismus GPIIb 2622 T/G zutrifft, muf3 anhand eines grof3eren Patientenkollektivs
untersucht werden.

In meiner Untersuchung waren bel dem Polymorphismus GPl1b 2622 T/G von den 73
untersuchten Patienten 20 T-homozygot (27,4 %), 34 T/G-heterozygot (46,6 %) und 19
G-homozygot (26,0 %). In den vergangenen Verdffentlichungen geben Unkelbach et al.
(Unkelbach et d., 1995) T-homozygot 37,8 %, T/G-heterozygot 48,0 % G-homozygot
14,3 % und Carter et a. (Carter et a., 1999) T-homozygot 44,2 %, T/G-heterozygot
43,3 %, G-homozygot 12,5 % as Haufigkeit dieses Polymorphismus bei Normalbevol-
kerung in Europa jewells an. In Vergleich zu den beiden Studien in Normalbevolkerung
zeigte sich die Haufigkeit der G-homozygot bei meinen Schlaganfallpatienten mit 26,0
% hoher.

Bei dem Polymorphismus GPllla 196 T/C waren in meiner Untersuchung von den 73
untersuchten Patienten 54 T-homozygot, 18 T/C-heterozygot und nur 1 C-homozygot,
entspricht T-homozygot 74,0 %, T/C-heterozygot 24,7 % und C-homozygot 1,4 %. Die-
ser entspricht einer Allelfrequenz von 0.86 fur T-Allel und 0.14 fur C-Allel. Sieist gut
mit der Verteilung aus den vergangenen Studien von Unkelbach et a. (Unkelbach et dl.,
1995) und der Framingham Offspring Study (Feng et ., 1999) vergleichbar. Unkelbach
et a. gab die Haufigkeitsverteilung dieses Polymorphismus in Mitteleuropa mit T-
homozygot 69,4 %, T/C-heterozygot 28,6 % und C-homozygot 2,0 % an und die Fra-
mingham Offspring Study (Feng et al., 1999) gab eine Haufigkeit von 71,5 % fur T-
homozygot, 25,9 % fir T/C-heterozygot und 2,5 % fir C-homozygot an.
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5 Zusammenfassung

Der ischamische Schlaganfall ist die dritthaufigste Todesursache in der Bundesrepublik
und wird weiterhin an Bedeutung zunehmen. Trotz rasanter Entwicklung der moleku-
larbiologischen Forschungsmethoden und dadurch erreichtem Einblick in der Pathome-
chanismus in den letzten Jahren, bleibt der Schlaganfall aufgrund der besonderen biolo-
gischen Eigenschaft der Zellen im zentralen Nervensystem weliterhin eine der grofdten
Herausforderung in der klinischen Medizin.

In diesem Gebiet ist es noch unklar, inwiefern genetische Risikofaktoren in der Atiolo-
gie eine Rolle spielen und welches Potential der intraindividuelle genetische Unter-
schied in die Urteilsfindung zur Wahl des Medikaments, zur Behandlung der Akutpha-
se, sowie zur Sekundér-/Primérprophylaxe hat. Es gibt eine Reihe von Polymorphismen,
die entweder direkt die Konzentration von Fibrinogen auf Stimuli erhthen oder die In-
teraktion von Fibrinogen mit seiner Bindestelle auf Blutplattchen verandern und somit
im hamostati sch-hamorheol ol ogischen System eine wesentliche Rolle spielen.

In Rahmen meiner Promotionsarbeit habe ich untersucht, ob die genetischen Poly-
morphismen im Gerinnungssystem, Fibrinogen -455 G/A, GPl1b 2622 T/G und GPllla
196 T/C bel der Entstehung eines Schlaganfalls bzw. im Verlauf nach einem Schlagan-
fall eine Rolle spielen. Man konnte dabei feststellen; 1. Die Allelhaufigkeit fur A-Allel
des Polymorphismus -455 G/A war unter den Schlaganfallpatienten mit atherothrombo-
tischer Schlaganfallgenese in Vergleich zu unter den Schlaganfallpatienten mit kardi-
oembolischer Schlaganfallgenese signifikant erhoht (P = 0,04). 2. Die A-Allel-Trager
haben signifikant grofRere Schwankung des Fibrinogen-Plasmaspiegels im klinischen
Verlauf nach einem Schlaganfall (p = 0,031).

Obwohl Schlaganfall eine komplexe Erkrankung mit multifaktoriellen Entste-
hungspathomechanismen ist, gibt es zur Zeit keinen Grund zu zweifeln, dal3 es sich um
eine Gefal3- bzw. eine hdmostatische Erkrankung handelt, in der das Gerinnungssystem
eine zentrale Rolle spielt. Zusammenfassend kann man sagen, dal3 die Genpoly-
morphismen durchaus klinisch relevanten Einfluf3 haben. Um die Bedeutung dieser ge-
netischen Einfllsse deutlicher zu zeigen, sollte eine Untersuchung mit gezielter Frage-
stellung in grof3er Patientenzahl und Kontrollgruppe durchgefihrt werden.
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Abkirzungen

7 Abkurzungen

APP
APR
aPTT
ASS
ATP
Bp

CCT
CRP
CT
dNTP
EDTA
EKG

GP
HCL
Hkt
-1
11-6
lle
KCL
Leu
MCA
MgCl
MRT
NaCl
NaOH
PCR
PFO

Akut-Phase-Proteine
Akut-Phase-Reaktion

aktivierte partielle Thromboplastinzeit
Acetylsalizylsure
Adenosintriphosphat

Basepaare

Cytosin

kranielle Computertomographie
C-Reaktives-Protein
Computertomographie

2 -Deoxynukleotid 5 -Triphosphat
Ethylendiamintetraacetylsaure
Elektrokardiographie

Guanin

Glykoprotein

Hydrogenchlorid

Hamatokrit

Interleukin 1

Interleukin 6

Isoleucin

Kaliumchlorid

Leucin

Arteria cerebri media
Magnesiumchlorid

Magnet Resonanz Tomographie
Natriumchlorid
Natriumhydroxid

Polymerase-K etten-Reaktion

Persistierendes Foramen Ovale



Abkirzungen

PNK Polynukleotidkinase

Pro Prolin

PTZ Plasma-Thrombinzeit

RFLP Restriktionsfragment L angenpolymorphismus
rt-PA rekombinierter Gewebe-Plasminogen-Aktivator
SDS Natriumdodecylsulfat

Ser Serin

SSC Natriun/Natriumcitrate

SSS Scandinavian Stroke Score

STA Arteriatemporalis superficialis

T Thymin

TBE Tris-Base EDTA Puffer

TEE transosophageal e Echokardiographie

TIA transitorische ischamische Attacke

TNF-a Tumor-Nekrose-Faktor a

TOAST The Trial of ORG 10172 in Acute Stroke Treatment
TTE transthorakale Echokardiographie

UKE Universitatsklinikum Eppendorf-Hamburg

VWF von Willebrand Faktor

ASSS Differenz des SSS bel der Entlassung und Aufnahme
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