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1. Einleitung

Die Pravalenz von Stenosen der Arteria carotis interna (ACI) mit einem Stenosegrad
von mehr als 75% in einem unselektionierten Kollektiv betragt ca. 1% [1]. Mit
steigendem Alter nimmt die Haufigkeit der Karotisstenose zu. Bei den uUber 65 Jahrigen
haben etwa 5% eine 50-99% Karotisstenose [2]. Mindestens 20% der ischamischen
Schlaganfalle werden durch ACI-Stenosen verursacht. Daraus ergibt sich, dass von
etwa 200.000 ischamischen Schlaganfallen in Deutschland bis zu 40.000 auf eine
Karotisstenose zurtckzufuhren sind [1].

Somit stellen Stenosen der ACI eine bedeutende Ursache fur zerebrale Ischamien dar.

In Abbildung 1 ist eine hochgradige ACI-Stenose dargestellt.

Abbildung 1: Konstrastmittelverstarkte MR-Angiografie der supraaortalen Arterien mit Teildarstellung der
intrakraniellen Hauptstdmme. Der rote Pfeil markiert eine hochgradige Verengung der Arteria carotis

interna auf der rechten Seite.



Hochgradige ACI-Stenosen gehen mit einem hdchst variablen jahrlichen
Schlaganfallrisiko einher. Prinzipiell unterscheidet man zwischen symptomatischen und
asymptomatischen ACI-Stenosen.

Als symptomatische ACI-Stenosen bezeichnet man unter Berucksichtigung der
NASCET-Kriterien (North American Symptomatic Carotid Endarterectomy Trial)
hochgradige Karotisstenosen, die innerhalb der letzten 120 Tage zu einem
ischamischen Ereignis im nachgeschalteten Stromgebiet gefihrt haben [3]. Das Risiko
fir ein weiteres ischamisches Ereignis bei Patienten mit symptomatischen ACI-
Stenosen liegt bei bis zu 32% innerhalb der ersten 12 Wochen nach dem
qualifizierenden Event. Patienten mit asymptomatischer ACI-Stenose haben ein deutlich
geringeres Risiko fur ein ischamisches Ereignis. Das jahrliche Risiko aufgrund einer
asymptomatischen ACI-Stenose einen ischamischen Schlaganfall zu erleiden wird mit
1-2% angegeben [4-6].

Es erharten sich zudem die Hinweise, dass das Schlaganfallrisiko von
symptomatischen Stenosen bereits innerhalb der ersten Wochen nach qualifizierendem
Ereignis sinkt. Dasselbe trifft fir den positiven Effekt einer mdglichen
Thrombendarteriektomie (TEA) zu. Der Operationszeitpunkt ist fur die Prognose von
entscheidender Bedeutung. Eine Operation, welche spater als 14 Tage nach dem
letzten  Ereignis  vorgenommen  wird, hat bereits einen  verminderten
sekundarprophylaktischen Effekt. Bei weiterer Verzégerung einer TEA sinkt deren
positiver Effekt auf die Verhinderung weiterer zerebraler Ischamien [7]. Das Risiko
aufgrund einer ACI-Stenose einen Schlaganfall zu erleiden hangt von dem Stenosegrad
ab. In der Regel steigt das Risiko mit dem Stenosegrad an.

So betragt die Wahrscheinlichkeit eines ipsilateralen ischamischen Insults bei
symptomatischen ACI-Stenosen pro Jahr bei Patienten mit 70-79%igen Stenosen
12,8%, bei Patienten mit 80-89%igen Stenosen 18,5% und bei Patienten mit 90-
95%igen Stenosen 35% [3].

Das Risiko fur zerebrale Ischamien aufgrund einer ACI-Stenose ist allerdings nicht nur
davon abhangig wie hoch der Stenosegrad ist und ob es sich um eine symptomatische
Stenose handelt oder nicht, sondern auch von der Plaguemorphologie.
Destabilitatsmerkmale der arteriosklerotischen Plaque ermoglichen eine Einschatzung
der Vulnerabilitat einer ACI-Stenose und damit des Risikos symptomatisch zu werden.
Zu den Plaquedestabiltatsmerkalen werden gezahlt: die Ruptur einer haufig verdinnten

fibrosen Kappe, eine wandstandiger Thrombusformation, Plaguehamorrhagien, ein



erniedrigter Kollagengehalt und die vermehrte Plaqueinfiltration durch Makrophagen
und T-Zellen [8-13].

Somit haben die Symptomatik, der Stenosegrad und die Plaguemorphologie eine grole
Bedeutung fur die Beurteilung des mit einer Karotisstenose assoziierten

Schlaganfallrisikos und der sich daraus ergebenden therapeutischen Konsequenz.

1.1 Unterschiede hinsichtlich ischamischer Schlaganfallmechanismen bei

symptomatischen ACI-Stenosen

Die arterioarterielle Embolie bzw. der embolische Schlaganfallmechanismus stellt bei
hochgradigen ACI-Stenosen den haufigsten Grund flr einen Schlaganfall dar [14,15]
und flhrt typischerweise zu einem Territorialinfarkt.

Als weiterer Mechanismus, wie eine hochgradige Karotisstenose zu einer zerebralen
Ischamie fihren kann, wird eine hamodynamische Schlaganfallatiologie angegeben.
Deren Anteil an symptomatischen ACI-Stenosen wird mit circa 5% bis 25% beziffert [15-
17]. Ein hamodynamischer Schlaganfallmechanismus fuhrt typischerweise zu einem
Grenzzonen— oder einem Endstrominfarkt.

Beim arterioarteriellen Schlaganfallmechanismus wird eine Plaqueruptur oder eine
Abschwemmung von Plaque-oder Thrombusmaterial von der hochgradigen Stenose als
ursachliches Ereignis flir die Embolie in das nachgeschaltete Stromgebiet
angenommen.

Bei dem embolischen Material handelt es sich meist um Thrombozyten-Fibrinaggregate,
Cholesterinkristalle oder Bestandteile der arteriosklerotischen Plaque [18]. Folgen sind
ein okkludierender Effekt in der nachgeschalteten Arterie und es entsteht
typischerweise ein Territorialinfarkt. Sollte es zu mehreren embolischen Ereignissen
gekommen sein, konnen mehrere Gefaldterritorien im nachgeschalteten Stromgebiet
betroffen sein (siehe Abbildung 2).

Hamodynamisch bedingte Infarkte werden in Grenzzonen- und Endstrominfarkte
unterteilt. Hamodynamisch verursachte Schlaganfalle sind auf die Fernwirkung von
Stenosen oder Verschlissen der ACI zurlickzufiihren, ohne dass ein embolisches
Ereignis vorliegt. Dabei findet sich aufgrund einer eingeschrankten Kollateralisierung
eine verminderte Perfusion im betroffenen Stromgebiet. Die Perfusion kann z.B. durch
einen systemischen Blutdruckabfall herabgesetzt sein. Durch diesen Mechanismus

kann in der Endstrombahn einer langen penetrierten Markarterie, welche keine



kollateralen GefaRe besitzt (,letzte Wiese®), ein Endstrominfarkt entstehen.
Grenzzoneninfarkte entstehen im Grenzgebiet der Arterie cerebri media (ACM) und
Arterie cerebri posterior (ACP) sowie der ACM und der Arterie cerebri anterior (ACA).
Im deutschsprachigen Raum wird auch von ,Wasserscheideinfarkten“ gesprochen.

In der anglo-amerikanischen Literatur werden hamodynamisch bedingte Infarkte haufig
in kortikale und innere Grenzzoneninfarkte (CBI = cortical borderzone infarct und IBI =
internal  borderzone infarct) eingeteilt. Dabei wird fir den Begriff innere
Grenzzoneninfarkte auch das Synonym DWS (DWS = deep watershed infarction)
verwendet. Zur Vereinheitlichung der Nomenklatur und im Sinne einer verbesserten
Ubersichtlichkeit wird in der vorliegenden Arbeit von kortikalen und inneren
Grenzzoneninfarkten gesprochen.

Die Abbildung 2 zeigt exemplarisch zerebrale Infarkte, wie sie sich bei embolischen

und hamodynamischen Schlaganfallmechanismen finden lassen.




Abbildung 2 A-F: Zerebrale Bildgebung mittels MRT (2A-D sowie 2F) und CT (2E). Die Abbildungen 2A

und 2C stellen diffusionsgewichtete Sequenzen dar, wobei in 2A ein kortikaler embolisch anmutender

MCA-Infarkt rechts mit entsprechender Hypointensitét in der ADC-MAP (2B) zur Darstellung kommt. Die
Abbildung 2C zeigt multiple kleinste Diffusionsstérungen, die am ehesten einem embolischen Muster im
rechten Mediastromgebiet entsprechen. Die Auffélligkeiten betreffen nicht klar die innere Grenzzone und
zeigen in der ADC-MAP eine Signalabsenkung (2D). Die Abbildung 2E stellt eine Computerfomografie mit
kortikalem, bereits deutlich demarkierten, Grenzzoneninfarkt zwischen linken MCA- und ACA- sowie
linken MCA- und PCA-Stromgebiet dar. Abbildung 2F zeigt eine Diffusionsstérung in der linken kortikalen

Grenzzone zwischen MCA und PCA als Hinweis auf einen hdmodynamischen Schlaganfallmechanismus.

1.2 Die Bedeutung von Makrophagen, T-Zellen und Matrixmetalloproteinasen

(MMPs) bei der Entwicklung destabilisierter arteriosklerotischer Plaques

Unter physiologischen Bedingungen ist die Endothelschicht der Arterienwand
weitgehend resistent gegenliber der Adhasion von Leukozyten. Wenn sie allerdings
durch arteriellen Hypertonus, Insulinresistenz, Rauchen, Adipositas oder entzundliche
Vorgange stimuliert wird, kommt es zu einer Expression von Adhasionsmolekulen, wie
z.B. vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) und intercellular adhesion molecule-1
(ICAM-1), welche gezielt verschiedene Klassen von Leukozyten rekrutieren [19].

Eine zentrale Rolle in der Entwicklung und Progredienz arteriosklerotischer
Wandveranderungen spielen Makrophagen. Die im Blut zirkulierenden Monozyten
binden Uber Adhasionsmolekile an funktionsgestorte Endothelzellen. Mithilfe von
Lockstoffen wie z.B. monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) wandern die
Monozyten in die subintimale Region. Im anschlieRenden Differenzierungsprozess
wandeln sich die Monozyten in Gewebsmakrophagen um, wobei sie vermehrt
proinflammatorische Mediatoren freisetzen. Dabei férdert der durch das Endothel
synthetisierte macrophage colony-stimulating factor (M-CSF) die Differenzierung und
Proliferation der Makrophagen [20]. Zusatzlich spielt hierbei die Aufnahme von
oxidierten low density lipoproteins (oxLDL) mittels macrophage scavenger receptors
(MSR) eine wichtige Rolle. Dies flihrt dazu, dass sich Makrophagen in Schaumzellen
umwandeln. Schaumzellen sind in der Lage weitere inflammatorische Zytokine
freizusetzen, wodurch eine anhaltende GefalRwandinfiltration durch Entzindungszellen
ermdglicht wird. Zudem kénnen Schaumzellen Matrixmetalloproteinasen (MMPs), tissue
factor (TF) und Sauerstoffradikale freisetzen [21]. Die Uberwiegend von Makrophagen

produzierten MMPs bauen als Gelatinasen (MMP-2 und MMP-9) und als Kollagenasen



(MMP-1, MMP-8 und MMP-13) extrazellulare Bestandteile des Bindegewebes ab [9].
Somit besitzen MMPs eine gewebsmodulierende Funktion. Innerhalb einer
arteriosklerotischen Plaque kann eine durch MMPs bedingte Proteolyse zu einer
Verdinnung und Schwachung der schutzenden fibrosen Kappe fuhren, besonders dann
wenn eine verminderte Bildung von extrazellularer Matrix durch glatte Muskelzellen
vorliegt [22,23]. Der Abbau extrazellularer Bindegewebsbestandteile kann die
Entwicklung einer Plaqueruptur féordern. MMP-9 bauen Gelatine, Kollagen Typ IV und
Kollagen Typ V ab. Insbesondere MMP-9 spielt aufgrund ihrer Substratspezifitat eine
besondere Rolle in arteriosklerotischen Umbauprozessen. Es konnte gezeigt werden,
dass die vermehrte Expression von MMP-9 zur Instabilitdt von ACI-Stenosen beitragt
[13,24-26]. In einer Studie von Loftus et al. konnte belegt werden, dass die
Konzentration von biologisch aktiver MMP-9 in der GefalRwand von symptomatischen
ACI-Stenosen bis zu 4 Wochen nach einer transienten ischamischen Attacke (TIA)
deutlich erhdht im Vergleich zu asymptomatischen und alteren symptomatischen ACI-
Stenosen war [26]. Fir die Uberexpression von MMP-9, im Vergleich zu ihrem
wichtigsten Gegenspieler, dem tissue inhibitor of matrix metalloproteinases 1 (TIMP-1),
wurde eine erhOhte Assoziation zu Einblutungen und Rupturen in arteriosklerotischen
Plaques nachgewiesen [27,28].

Als Ursache fiur die Synthese von MMPs wird ein Kontakt zwischen den CD40-Liganden
von T-Zellen und den CD40-Rezeptoren der Makrophagen angenommen [29].
Makrophagen gelten zudem auch als wichtiger Produzent von TF [30]. TF kann durch
Bindung an den aktivierten Faktor VII die Bildung lokaler Thromben induzieren [31]. Aus
dem o.g. kann man schlussfolgern, dass eine zunehmende Makrophageninfiltration die
Aufrechterhaltung des proinflammatorischen Milieus unterstlitzt und zu einer
Progression der Plaqueinstabilitat fuhren kann.

T-Zellen werden durch Interaktion ihrer oberflachlichen chemokine receptors (CXCR3)
mit verschiedenen Zytokinen in die GefalRwand rekrutiert. In der Gefallwand werden sie
wahrscheinlich durch den Kontakt mit Antigenen wie z.B. oxLDL und heat-shock
proteins (HSPs) stimuliert. Durch die Antigen-Stimulation werden T-Zellen zur Sekretion
einer Vielzahl von Zytokinen angeregt. Man kann T-Zellen in proinflammatorische (TH1)
und antiinflammatorische (TH2) T-Zellen anhand der produzierten Zytokine unterteilen.
Der proinflammatorische Zelltyp zeigt sich vermehrt in arteriosklerotischen Lasionen
[21,32].
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Innerhalb der arteriosklerotischen Plaque produzieren TH1-Zellen proinflammatorische
Zytokine und Chemokine, welche die Progression der Arteriosklerose fordern, indem sie
zusatzliche Entziindungszellen zur Infiltration anregen. Sie vermindern zudem die
Bildung von extrazellularer Matrix durch glatte Muskelzellen, hemmen deren
Proliferation und férdern die Synthese von MMPs durch die Makrophagen, welche die
Plaquestabilitat mindern [33].

Zusammenfassend besteht aufgrund einer zunehmenden Infiltration und Aktivierung
von Makrophagen wund T-Zellen sowie einer erhohten Expression von
matrixabbauenden Enzymen (wie z.B. MMP-9) in einer arteriosklerotischen Lasion ein

erhdhtes Risiko fur die Progredienz der Destabilisierung der Plaque.

2. Fragestellung der Arbeit

Aus der vorangegangenen Darstellung ergibt sich fur die vorliegende Arbeit unmittelbar
folgende Fragestellung:
1) Besteht in Hinblick auf etablierte Merkmale einer instabilen Plaque ein
Unterschied zwischen symptomatischen ACI-Stenosen in Bezug auf den
zugrundeliegenden  embolischen bzw. hamodynamischen Schlaganfall-

mechanismus?

3. Methodik

3.1 Patienteneinschluss, Einteilung der ACI-Stenosen nach den NASCET-

Kriterien und Einteilung des Schlaganfallmechanismus

Im Zeitraum von April 2006 bis Oktober 2008 wurden 33 konsekutive Patienten mit
hochgradiger symptomatischer Stenose der ACI und Indikation zur TEA
eingeschlossen. Die Einteilung der ACI-Stenosen erfolgte unter Berlicksichtigung der
Kriterien des North American Symptomatic Endarterectomy Trial (NASCET) [3], wobei
der Stenosegrad dem Durchmesser am Stenosemaximum in Relation zum
Durchmesser der normalen ACI distal der Stenose entspricht.

Eine symptomatische ACI-Stenose wurde Uber einen hochgradigen Stenosegrad von 2
70% und zusatzlich aufgetretener TIA oder manifesten ischamischen Schlaganfall im

ipsilateralen Stromgebiet in einem Zeitraum von bis zu 120 Tagen vor der TEA definiert.
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Ein manifester Schlaganfall wurde als fokal-neurologisches Defizit definiert, welches

langer als 24 Stunden angehalten hat. Eine TIA wurde charakterisiert durch eine

monokulare Blindheit oder ein fokal neurologisches Defizit mit vollstandiger Rickbildung

innerhalb von 24 Stunden nach Beginn der Symptomatik. Sofern in der zerebralen

Bildgebung ein zur klinischen Symptomatik passendes ischamisches Korrelat

identifiziert wurde, postulierten wir einen manifesten Schlaganfall.

Alle Patienten befanden sich in der Klinik fir Neurologie der Charité-Universitatsmedizin

Berlin vom Campus Mitte in Behandlung. Die Zustimmung der lokalen Ethikkommission

zur Durchfuhrung der Studie lag vor Einschluss des ersten Patienten vor. Die

Studienteilnahme wurde durch eine schriftliche Einwilligungserklarung bestatigt.

Folgende Ausschlusskriterien wurden beachtet:

1. Patientist nicht in der Lage, wirksam sein Einverstandnis zu geben

2. Schwangere und Stillende

3. Patienten, die aktuell oder innerhalb der letzten 30 Tage an einer Studie teilnehmen
beziehungsweise teilnahmen

4. Anhalt fur akute Infektion

5. ACI-Restenose oder primar nicht arteriosklerotische ACI-Stenose (wie z.B.
strahleninduzierte ACI-Stenosen oder ACI-Stenosen aufgrund einer fibromuskuléaren
Dysplasie)

6. Praoperative Evaluation des zugrunde liegenden Schlaganfallmechanismus
(embolisch oder hamodynamisch) konnte nicht ausreichend geklart werden

7. Konkurrierende Schlaganfallatiologie (z.B. kardiale Embolie bei VHF)
wahrscheinlich.

Insgesamt konnten 33 konsekutive Patienten in der Studie erfasst werden. Kein Patient

erfullte ein Ausschlusskriterium. Von allen Patienten wurde praoperativ eine

ausfuhrliche Anamnese erhoben und die aktuelle Medikation aufgezeichnet. Zudem

erfolgte eine engmaschige Uberwachung und Dokumentation der klinischen

Symptomatik sowie ein Blutdruckmonitoring durch den behandelnden Neurologen.

Die Beurteilung des Schlaganfallmechanismus erfolgte unabhangig von der spateren

histologischen Aufarbeitung durch Dr. med. Hagen Kunte (Klinik fir Neurologie der

Charité-Universitatsmedizin Berlin).

Fir einen hamodynamisch induzierten Infarkt musste mindestens eines der folgenden

Kriterien erfullt sein:
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1. Neuer korrespondierender ipsilateraler Endstrom- oder Grenzzoneninfarkt in der
Computertomografie (CT) oder in der Magnetresonanztomografie (MRT) ohne
zusatzliche Hinweise fiir einen embolisch bedingten Schlaganfall

2. Zeitlicher Zusammenhang der neurologischen Symptomatik mit einer gleichzeitig
dokumentierten Episode einer arteriellen Hypotension.

Ein embolischer Schlaganfallmechanismus bei zugrunde liegender symptomatischer
ACI-Stenose wurde definiert, wenn mindestens eines der folgenden Kriterien erflllt war:
1. In der zerebralen Bildgebung Nachweis eines intrakraniellen intraarteriellen
Thrombus im ipsilateralen nachgeschalteten Stromgebiet einer ACI-Stenose

2. Nachweis von multiplen ischamischen Arealen im ipsilateralen nachgeschalteten
Stromgebiet, die nicht mit einer hamodynamischen Genese vereinbar waren

3. Ein Schlaganfall oder eine TIA mit klinisch-tomografischem Bezug auf eine einzelne
Arterie im ipsilateralen nachgeschalteten Stromgebiet ohne zusatzliche Hinweise fur
einen hamodynamischen Schlaganfallmechanismus.

Zur Bestimmung des Schlaganfallmechanismus wurde eine zerebrale Bildgebung
mittels CT (64 Zeilen Toshiba mit 4 mm Schichtung supratentoriell und 2 mm
infratentoriell) genutzt. Wenn die CT-Bildgebung nicht ausreichend war und Restzweifel
am Schlaganfallmechanismus bestanden, wurde zusatzlich eine MRT-Untersuchung
[(Siemens Avanto 1,5 Tesla Lokalisationssequenzen: PD (axial), T1 (axial), T2 (axial),
DWI- EPI (axial), FLAIR (sagittal)] durchgefthrt.

3.2 Operatives Vorgehen

Alle Operationen wurden nach dem Verfahren der konventionellen TEA durchgefihrt.
Bei der konventionellen TEA erfolgt die Inzision im Bereich der Arteria carotis communis
und setzt sich Uber die Bifurkation in die ACI fort. Der im weiteren Verlauf ausgeschalte
Plaquezylinder enthalt dabei die stenosierende arteriosklerotische Plaque. In der Regel
ist es mdglich, ein einzelnes zusammenhangendes Operationspraparat zu gewinnen.
Bei begleitender Stenosierung der Arteria carotis externa (ACE) wird aus
operationstechnischen Grunden diese operativ mitversorgt (siehe Abbildungen 3).
Anschlieend erfolgte die Rekonstruktion der GefalRstrombahn durch entweder eine

Direktnaht oder mithilfe einer Patch-Plastik.
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Abbildung 3A-C: Abbildung 3A stellt eine erdffnete ACI auf Héhe der Bifurkation bei konventionellem

Vorgehen dar. Abbildung 3B zeigt ein Operationsprdparat bei langstreckiger kombinierter Stenosierung

der ICA und der ACE. Abbildung 3C zeigt einen isoliert resezierten Thrombus der ICA, der vorab zu einer

hochgradigen symptomatischen ACI-Stenose fiihrte.

3.3  Weiterverarbeitung der Operationspraparate und Blutproben

Am Operationstag wurden bei den nidchternen Patienten unmittelbar vor der
Narkoseeinleitung Blutproben zur Bestimmung des kardiovaskularen Risikoprofils sowie
zum Ausschluss eines begleitenden Infektes abgenommen. Im Routinelabor des
Instituts fur Laboratoriumsmedizin und Pathobiochemie der Charité-Universitatsmedizin
Berlin wurden folgende Parameter bestimmt: Gesamtcholesterin, Triglyceride, low
density lipoprotein (LDL), high density lipoprotein (HDL), HbA1c (glykosyliertes
Hamoglobin 1;) und CRP (C-reaktives Protein).

Die entnommenen Plaquezylinder wurden direkt nach ihrer Entfernung mit
physiologischer Kochsalzlésung gespullt, um oberflachliche Blutbestandteile zu

entfernen. Es folgte eine Fixation fur 24 Stunden in 4,5% gepuffertem Formaldehyd. Als

14



Nachstes wurden die Praparate fur 1 bis 7 Tage, je nach makroskopischer
Kalzifizierung, in 0.5 mol/l Athylendiamintetraessigsdure (EDTA)-Ldésung entkalkt.
Hierdurch wurde die weitere Praparatverarbeitung erleichtert und das Auftreten von
Schnittartefakten vor Ubertragung auf die Objekttrager gemindert. Uber den gesamten
Langsverlauf des Operationspraparates wurden 3 mm dicke Querschnitte angefertigt.
Diese wurden in einen einzelnen Paraffinblock pro Patient gebettet.

Dies fuhrte dazu, dass mit einem Median von 6 Querschnittssegmenten (IQR =
Zwischenquartilreichweite von 5-8) pro Patient reprasentative Arterienabschnitte tUber
den Langsverlauf in die Untersuchung eingingen.

Abbildung 4A-C: Die Abbildungen 4A-C zeigen einzelne Weiterverarbeitungsschritte des

Operationspréparates. Das Préparat ist in diesem Zustand schon durch Formalin fixiert und durch EDTA
entkalkt. In Abbildung 4A sieht man ein TEA-Prdparat einer hochgradigen ACI-Stenose. Das Prédparat

enthélt die stenosierende arteriosklerotische Plaque. In Abbildung 4B sieht man die abgeschlossene
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Proportionierung (iber den Lédngsverlauf der ACI-Stenose. Abbildung 4C zeigt die durch Proportionierung
entstandenen Gefédlquerschnitte in einem Gefdl3 flir die spétere Paraffineinbettung. Bereits
makroskopisch erkennt man eine Plaquehdmorrhagie in einem der Gefél3abschnitte (roter Pfeil Abbildung
4C). Weiterhin erkennt man farbliche Markierungen (rot und griin) an der Aullenseite der
Gefallquerschnitte. Diese dienen wéahrend der weiteren Verarbeitung der Identifizierung der

urspriinglichen Position des Gefal3querschnitts im Langsverlauf,

Das Eingangslabor des Instituts fur Pathologie der Charité Campus Mitte Ubernahm die
Einbettung der Paraffinblocke. Mithilfe eines Mikrotoms wurden von den Paraffinblécken
circa 3 ym dunne Schnitte angefertigt. Zur Glattung wurden diese kurz in lauwarmes
Wasser gelegt und auf spezielle Objekttrager fixiert. Nachdem eine entsprechende
Anzahl von so genannten Leerschnitten fur die 33 Patienten angefertigt wurde, konnte
der eigentliche Farbeprozess beginnen.

Um den Einfluss etwaiger Qualitdtsschwankungen der angewendeten Reagenzien und
wechselnde aulere Einflussfaktoren zu mindern sowie aus praktischen Grinden

wurden bis zu 20 Schnitte gleichzeitig gefarbt.

3.4 Entparaffinierung und Antigendemaskierung

Zur Entparaffinierung wurden die Schnitte zunachst durch ein Bad in Xylol fir dreimal
10 Minuten deparaffiniert. Hierdurch wurde das Einbettmedium entfernt. Dies ist der
erste Schritt zur Freilegung der zu detektierenden Antigene. Aullerdem wird das
Entstehen unspezifischer Hintergrundfarbungen verringert [34]. Danach folgte die
Rehydrierung der Schnitte in einer absteigenden Alkoholreihe (Isopropylalkohol: 100%,
95% und 80%). Im Anschluss wurden die mit den Schnitten belegten Objekttrager in
destilliertem Wasser und einer Tris-gepufferten Salzldsung (TBS) zwischengelagert.
Nun erfolgte eine Epitopdemaskierung, da eine verminderte Immunreaktivitat des
Gewebes durch die formalininduzierte Bildung von chemischen Quervernetzungen
vorlag.

Durch druckkontrolliertes Kochen in einem Dampfdrucktopf in 0,01 mol/l Zitratpuffer far
5 Minuten wurde eine hitzeinduzierte Epitopdemaskierung nach Cattoretti et al.
durchgefuhrt [35]. Die Schnitte wurden nach dem Kochvorgang durch Zugabe von
Leitungswasser langsam wieder auf Zimmertemperatur abgekuihlt und in TBS fir den
nachsten Schritt gelagert. Durch das Umranden der Proben mit einem hydrophoben

Markierstift (PAP Pen®) wurde das Gewebematerial vor dem Auslaufen der
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Reagenzien bewahrt. Um wahrend der folgenden Schritte ein Austrocknen der Schnitte

zu vermeiden, erfolgte die Weiterbehandlung in einer feuchten Kammer.

3.5 Verwendete Primarantikorper

Bei den genutzten Primarantikdrpern handelte es sich um Immunglobuline (Ig) der G-
Klasse, die spezifisch gegen ein bestimmtes Merkmal humaner Antigene gerichtet sind

(siehe Tabelle 1).

Tabelle 1: Tabellarische Darstellung der verwendeten Primérantikbrper mit entsprechendem Kion,

Produzent und angewandter Verdiinnung bzw. Konzentration

Antikorper Klon Hersteller Verdiinnung
anti-human-CD68 KP1 DAKO 1:75
anti-human-MMP-9 15W2 Novocastra 1:25
anti-human-CD3 A0452 DAKO 1:300

3.6 Immunhistochemische Farbemethoden

Die immunhistochemische Farbung dient der Sichtbarmachung von antigenen
Bindungsstellen (Epitopen). Die vorliegende Arbeit nutzte zwei verschiedene Methoden.
Fir die CD68- und die CD3-Farbung (zum Nachweis von Makrophagen bzw. T-Zellen)
wurde die in Punkt 3.6.2 erklarte LSAB (labelled streptavidin-biotin)-Methode und fur
die MMP-9 Farbung die in Punkt 3.6.3 dargestellte UIP (universal immuno-enzyme

polymer)-Methode angewandt.

3.6.1 Positiv- und Negativkontrollen

Um die Qualitat der Farbungen und die Spezifitat der Antikérper zu Uberprifen, wurden
Positiv- und Negativkontrollen durchgefuhrt. Die Kontrollen werden dabei genau wie die

eigentlichen Proben behandelt, wobei im Fall der Negativkontrolle kein spezifischer

Primar-Antikdrper eingesetzt wird. Als Positivkontrolle wurden Gewebeproben
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verwendet, von denen sicher bekannt ist, dass sie die zu detektierenden Antigene
aufweisen. Zur Detektion von CD68 (Makrophagen) wurde eine Tonsillenstanzbiopsie,
fur CD3 (T-Zellen) eine Appendixbiopsie und fir MMP-9 die Gewebeprobe einer
Leberbiopsie verwendet (siehe Abbildung 5). Eine Negativkontrolle inkludiert eine
Spezifitatskontrolle der Immunreaktion durch Weglassen eines unverzichtbaren
Reaktionsschrittes. Hierflir wurde eine Gewebeprobe, die sicher positiv z.B. fur CD68
ist, mit lediglich dem Verdlinnungsmedium ohne Primar-Antikérper inkubiert. Eine
Positiv-Kontrolle muss ein Farbstoffprazipitat der zu erwartenden Lokalisation zeigen.
Eine Negativ-Kontrolle darf nach der Farbung keine prazipitierten Farbstoffkomplexe
aufweisen. Sollte eine Negativ-Kontrolle dennoch eine Farbung aufweisen, ist diese
unspezifisch und das Farbeprotokoll muss geandert werden.

Uber die gesamte Farbeprozedur liefen stets Positiv- und Negativ-Kontrollen parallel zu

den Patientenproben mit, ohne dass es zu relevanten Auffalligkeiten kam.
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Abbildung 5A-C: Die Abbildungen 5A-C zeigen exemplarisch Positivkontrollen zur Detektion von

Makrophagen (5A, Tonsillenstanzbiopsie), T-Zellen (5B, Appendix) und MMP-9 (4C, Leberstanzbiopsie).
Mit kréftigem Rot markieren die Farbstoffprdzipitate die nachzuweisenden Strukturmerkmale der
Entziindungszellen bzw. der Protease MMP-9. 5A und 5C im Original 100fach vergré3ert. Abbildung 5B
im Original 50fach vergréert.

3.6.2 Immunhistochemie nach der LSAB-Methode zur Detektion humaner

Makrophagen und humaner T-Zellen

Zum Nachweis von Makrophagen und T-Zellen wurde die LSAB-Methode angewandt.
Eine schematische Darstellung dieser Methode zeigt Abbildung 7.

Um unspezifische Bindungen des Primar-Antikorpers zu minimieren, wurde die
Gewebeprobe  fir den Nachweis von CD68 zunachst mit einer
Proteinblockierungslésung flir 10 Minuten behandelt. Die Blockierungsproteine
verhindern unspezifische lonenbindungen zwischen Primar-Antikérper und Gewebe
durch Abschirmung stark geladener Bestandteile des Bindegewebes [34]. Bei der in
dieser Methodik verwendeten Proteinblockierungslosung handelte es sich um eine
Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS), welche 0,25% Kasein, 15 mM Natriumazid und
ein Tragerprotein enthielt.

Im Anschluss erfolgte die Inkubation mit 100 pl Primarantikorperlésung fur 60 Minuten
bei Raumtemperatur.

Bei der LSAB-Methode markiert ein spezifischer, ungekoppelter Primarantikérper das
gesuchte Epitop. Fur z.B. humane Makrophagen das Epitop CD68. Die Konzentration
des Primarantikorpers anti-human-CD68 im Verdunnungsmedium betrug stets 1:75.
Nach dem Ende der Inkubationszeit wurden die mit dem Primar-Antikorper inkubierten
Schnitte zunachst mit Leitungswasser, dann mit TBS-Tween (TBS mit 0,1% Polysorbat
20) und schliel3lich mit TBS gespuilt.

Nun wurde ein zweiter, biotinmarkierter (biotinylierter) Sekundarantikérper aufgetragen,
welcher von der Ziege stammt und gegen die Immunglobulinfraktion des benutzten
Primar-Antikdrpers gerichtet ist.

Hierzu erfolgte die Zugabe von 100 ul Link-Reagenz des LSAB®2Kits und eine
Inkubation mit dieser fir 20 Minuten. Nach grindlicher Spulung mit TBS schloss sich
die Beschichtung der Objekttrager mit je 100 ul Label-Reagenz des LSAB®2Kits fur 20

Minuten an. Durch diesen Schritt wird alkalische Phosphatase (AP) hinzugegeben,
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welche an das Protein Streptavidin (Streptomyces avidinii) gekoppelt ist. Streptavidin
weist eine hohe Affinitat zu den Biotinmolekllen der Sekundar-Antikérper auf und
koppelt so an den Sekundar-Antikérper und platziert dort das Enzym AP [34].

Es folgte eine erneute Spulung der Objekttrager mit TBS. Nun folgte die
Chromogenreaktion durch Zugabe von Substrat/Chromogen-Lésung. Dabei spaltet die
AP das Substrat (Naphtholphosphatester) hydrolytisch in Phenolverbindungen und
Phosphate. Die Phenole reagieren mit Chromogen (farblose Diazoniumsalze) und es
entsteht ein roter Azofarbstoff am Reaktionsort.

Diese Reaktion wurde bei der Makrophagenfarbung durch die Zugabe von TBS nach
3,5 Minuten gestoppt und es erfolgte eine Lagerung in destilliertem Wasser. Nun folgte
eine Gegenfarbung mit Hamalaun fir 90 Sekunden. Hamalaun farbt das Chromatin der
Zellkerne blau, wodurch diese optisch hervortreten. Die Unterbrechung der Farbung
erfolgte durch Spilung mit Leitungswasser und nachfolgende Lagerung fur 10 Minuten
in demselben. Abschliefend erfolgte die Versiegelung der Schnitte mithilfe eines
wasserloslichen Eindeckmediums (Aquatex-Kleber) und Deckglaschen.

Das Vorgehen fiur den Nachweis von CD3 (T-Zellen) entsprach den Vorgehensschritten
bei der CD68 Detektion. Der Primarantikorper wurde in einer Verdunnung von 1:300
angewendet. Fur die immunhistochemische Farbung wurde der Discovery XT
Autostainer (Ventana, Tucson, USA) unter Standardbedingungen genutzt. Beispiele fur
den positiven Nachweis von Makrophagen und T-Zellen innerhalb arteriosklerotischer

Plagues zeigen die Abbildungen 6A und 6B.
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Abbildung 6A-C: Die Abbildungen 6A zeigt eine durch roten Farbstoff markierte ausgedehnte

Makrophageninfiltration. Aufgrund der hohen Zelldichte und der unterschiedlichen Zellgré8e imponieren
die Infiltrate als Konglomerat. Eine individuelle Zellzdhlung war daher nicht méglich. Abbildung 6B zeigte
mehrere T-Zellen innerhalb eines TEA-Priparates. Aufgrund der lichteren Verteilung wird eine
individuelle Zellzahlung méglich. In Abbildung 6B werden tiber 100 T-Zellen sichtbar. Abbildung 6C zeigt
eine konfluierende Ansammlung der MMP-9. 6A-6C im Original 50fach vergréBert.

3.6.3 Immunhistochemie nach der UIP-Methode zur Detektion der humanen
MMP-9

Zur Detektion von MMP-9 kam das Farbesystem Histofine Simple Stain AP Multi® zum
Einsatz (schematische Darstellung Abbildung 7). Bei dieser Farbemethode wird ein
spezifischer, ungekoppelter, monoklonaler Primar-Antikorper der Maus verwendet.
Dieser markiert ein Epitop der human MMP-9. Die Vorbehandlung der Gewebeproben
erfolgte vorab, wie in Punkt 3.3 und 3.4 beschrieben. Bei dieser Farbung konnte der
Schritt der Proteinblockierung aufgrund der Eigenschaften der Histofine®-Methode
eingespart werden. Die vorbehandelten Proben wurden mit 100 pl
Primarantikérperdiluent (Verdlinnung 1:25) gegen humane MMP-9 fir 60 Minuten
inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die Objekttrager mit Leitungswasser, dann
mit TBS-Tween und schliel3lich mit TBS gespult.

Als nachster Schritt wurde das Reagenz Histofine® Simple Stain AP (MULTI)
hinzugegeben. Hierbei handelt es sich um ein Aminosaurepolymer, an welches die Fab-
Fragmente eines Sekundar-Antikérpers und AP gekoppelt sind. Das Fab-Fragment
bindet spezifisch an den Primar-Antikdrper, wahrend die AP fur den anschlieRenden
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Umsatz der Substrat-Chromogen-Losung dient. Nach 30 Minuten Inkubation wurde
grundliche mit TBS gesplilt.

Wie bei der LSAB-Methode in Abschnitt 3.6.2 beschrieben, folgte die
Chromogenreaktion, Gegenfarbung und Eindeckung. Als einziger Unterschied ist
festzuhalten, dass die Chromogenreaktion zum Nachweis der humanen MMP-9 15
Minuten andauerte. Ein Beispiel fur den positiven Nachweis der MMP-9 innerhalb einer

arteriosklerotischen Plaque zeigt die Abbildungen 6C.

Legende: LSAB-Methode % %
= Gewebe % %
A a Epitop

/)k\ Primar-Antikérper A Zkk Zkl Z&

biotinylierter Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3 Schritt 4
Sekundar-Antikérper

UIP-Methode

Streptavidin-alkalische
& Phogphatase-Komplex ‘." #
Aminosaurepolymer-Fab-
*‘ Fragment-alﬁaliysche /)k\ /)k\ /\
-~a A A

Phosphatase-Komplex
M, Farbkomplex

]

Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3

Abbildung 7: Schematische Kurzdarstellung der LSAB- und UIP-Methode zum immunhistochemischen
Nachweis von Epitopen.

LSAB-Methode (angewandt zum Nachweis von Makrophagen und T-Zellen):

Schritt 1: spezifischer Primar-Ak. bindet an Epitop

Schritt 2: biotinylierter Sekundér-Ak. bindet spezifisch an Primar-Ak.

Schritt 3: Streptavidin-alkalische Phosphatase-Komplex bindet an den Sekundar-
Ak. liber die daran gekoppelten Biotinmoleklile

Schritt4: AP setzt zugegebene Substrat/Chromogen-Lésung um, wodurch

Farbstoffpraziptate am Reaktionsort ausfallen

UIP-Methode (angewandt zum Nachweis von MMP-9):

Schritt 1: spezifischer Primédr-Ak. bindet an Epitop

Schritt 2: Aminoséurepolymer-Fab-Fragment- AP-Komplex bindet aufgrund der
Spezifitdt des Fab-Fragments zur Immunglobulinfraktion des Priméar-Ak.

Schritt3: AP des Aminoséurepolymer-Fab-Fragment-AP-Komplexes setzt das
zugegebene Substrat/Chromogen-Lésung um, wodurch

Farbstoffpréziptate am Reaktionsort ausfallen
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3.7 Bildgenerierung und Analyse der Farbung

Zur Digitalisierung der gefarbten Schnittpraparate kamen das motorisierte Axioplan 2
Mikroskop-System® in Kombination mit einer Axiocam Digitalkamera® und die
Software Axiovision 4.2® zum Einsatz. Bei mindestens 50facher optischer
Vergroflerung wurden durch die pixelgenaue Bildfusion von Einzelbildern mithilfe der
sogenannten Stitching-Technik des Software-Moduls Panorama® hochaufgeldste
Ubersichtsbilder angefertigt. Durch diese Ubersichtsaufnahmen konnten auch sehr
kleine strukturelle Merkmale und Farbstoffprazipitate analysiert werden. Die
durchschnittliche Anzahl von Einzelbildern pro Gefallquerschnitt belief sich auf circa 40.
Somit wurden bei einer Anzahl von 6 GefalRquerschnitten pro Patient circa 240
Einzelbilder mit 50facher VergroRerung pro Praparat aufgenommen. Abbildung 8 zeigt

ein Ubersichtsbild wahrend der Bildgenerierung.

Abbildung 8: Die Abbildungen zeigt ein im Original 50fach mikroskopisch vergréRertes Bild eines
Operationspréparates. Diese ist zum Nachweis von Makrophagen rot geféarbt (makrophagenreiche
Regionen sind mit einem roten Pfeil markiert). Das Bild wurde mithilfe der pixelgenauen Bildfusion von
Einzelbildern durch die Stitching-Technik des Software-Moduls Panorama® angefertigt. Dabei wurden
softwaregesteuert einzelne Regionen des Préparates angesteuert und anschlieBend die Bilder fusioniert.
Damit entsteht ein hoch aufgeléstes Ubersichtsbild, das man stark vergréern kann, um Details zu
erkennen. Die einzelnen bereits fusionierten Bilder kann man noch aufgrund des schwarzen

Hintergrundes erahnen.
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Die Digitalisierung erfolgte wunter stets denselben Einstellbedingungen wie
Belichtungszeit, Filter, Helligkeit, Kontrast und Farberfassung. Flr die Bildanalyse
wurde das Softwaremodule Automeasure® genutzt.

Zur Analyse der Farbungen musste eine Farbsegmentierung vorgenommen werden.
Durch Definition eines Rotbereiches zur Detektion der Farbstoffprazipitate wurde eine
Farbfrequenzmaske fur die drei immunhistochemischen Parameter erstellt. Damit
wurden zunachst automatisch die gefarbten Regionen mit Makrophagen, T-Zellen und
MMP-9 erfasst.

v W

Abbildung 9A-B: Beide Abbildungen stellen denselben Préparatabschnitt dar. Durch die
immunhistochemische Féarbung wurden Makrophagen in Abbildung 9A rot markiert. In Abbildung 9B ist

exemplarisch der Prozess der Farbsegmentierung dargestellt. Die in 9A rot markierten
makrophagenpositiven Fldchen erscheinen in 9B kréftig rot, wdhrend das (brige Gewebe griin markiert
ist. Mithilfe der automatischen Bildskalierung und der Software konnten die markierten Fldchenanteile
berechnet werden. Der Anteil der rot markierten Fldche an der griin markierten Fldche ist somit ein Mal3
fir den Anteil der makrophagenpositiven Flache im Bezug auf die Gesamtflache (Originalvergré8erung
50fach).

Da wahrend des Farbevorgangs, trotz optimierter Bedingungen, unspezifische
Farbungen nicht vollig ausgeschlossen werden konnten, musste gewahrleistet sein,
dass diese nicht in den Ergebnispool eingehen. Diese unspezifischen Farbungen lassen
sich jedoch leicht erkennen, da sie haufig an typischen Stellen und ohne
Zellkorperassoziation auftreten und so wahrend der Analyse ausgeschlossen wurden.
Beispiele flr typische Artefakte wahrend der immunhistochemischen Farbung zeigen
die Abbildung 10A und 10B.
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Abbildung 10A-B: Beide Abbildungen zeigen typische Artefakte wéahrend des immunhistochemischen

Féarbens. In der Abbildung 10A ist der rote Farbstoff nicht assoziiert zu Zellkbrpern. Es handelt sich
hierbei am ehesten um eine unzureichende Auswaschung wéhrend des Férbens. Ein dhnliches Problem
kann an Gewebsrdndern oder wie in 10B gezeigt im Bereich von Neovaskularisation auftreten. Solche
Artefakte zu erkennen und von realen Farbungen zu differenzieren ist wichtig, da sie Ergebnisse

verfélschen kénnen (Originalvergré3erung 50fach).

Zur praktikableren Erkennung von T-Zellen wurde zudem das Suchkriterium
Flacheninhalt von 15 — 100 um? erganzt. Dieses Merkmal bezieht sich auf die
Durchmesser von T-Zellen, der mit 7-10 ym angegeben wird [36].

Durch Definition einer Farbfrequenzmaske, die das gesamte Farbspektrum der
Gewebeprobe erfasste, konnte die Gesamtgefallquerschnittsflache bestimmt werden.
Somit konnten die Merkmale prozentualer Anteil der Makrophagen- und MMP-9-
positiven Flache an der Gesamtquerschnittsflache ermittelt werden. Das Ausmal} der T-
Zellinfiltration wurde in Zellen/mm? angegeben.

Die Analyse der immunhistochemischen Parameter (Gerolf Kunte) und der
plaguemorphologischen Merkmale (Gerolf Kunte und Prof. Dr. med. Wilko Weichert)
erfolgte zu den klinischen Merkmalen der Patienten geblindet. Sofern die beiden
Untersucher der plaguemorphologischen Merkmale zu unterschiedlichen Ergebnissen
kamen, wurde ein Konsens ermittelt. Dieser wurde fiur die statistische Analyse
verwendet. Als relevante plaguemorphologische Merkmale wurde vorab definiert:

Plaqueruptur, Oberflachenthrombus, nekrotischer Lipidkern und Plaquehamorrhagie.

25



Dabei wurden die Definitionskriterien fur plaguemorphologische Merkmale nach
Redgrave et al. [8] angewandt.

Eine Plaqueruptur wurde festgestellt, wenn aufgrund eines Einrisses in der fibrotischen
Deckplatte eine klare Kommunikation zwischen Lipidkern und Gefallumen vorlag.
Dabei durfte diese nicht von der TEA herrahren. Ein Oberflachenthrombus stellt eine
organisierte Ansammlung von Fibrin und konglomerierten Erythrozyten im Gefal3slumen
dar. Ein nekrotischer Lipidkern (im anglo-amerikanischen: large lipid core) stellt
amorphes Material dar, welches aus Cholesterinkristallen besteht und >50% der Dicke
des Plaques oder >25% des Gesamtvolumens der Plaque einnimmt.
Plaquehamorrhagien sind extravasale Ansammlungen von Erythrozyten innerhalb der
Plaque, die zu einer Stérung der Plaquearchitektur fihren.

Im Hinblick auf die immunhistochemischen Parameter erfolgte keine zusatzliche
Evaluation durch einen zweiten Untersucher, da die Ubereinstimmung zwischen zwei
unabhangigen Untersuchern mit dieser Methodik in einer vorangegangen Untersuchung

exzellent war [13].
3.8 Statistische Analyse der Daten

Die statistische Datenanalyse erfolgte mit der Software SPSS 14.0 und Stata flr
Windows. Kategorische Variablen sind als Anzahl (n) und als Prozent (%) angegeben.
Numerische Variablen sind als Median und Zwischenquartilreichweite (IQR=Werte der
25- und 75-Quartile) angegeben, wenn keine Normalverteilung vorlag. Um beide
Hauptgruppen miteinander zu vergleichen, wurde fiir kategorische Variablen der y? Test
und fur numerische Variablen der Mann—-Whitney U Test angewandt. Als statistisch
signifikant wurde ein p-Wert von < 0,05 festgesetzt.

Eine statistische Beratung und Uberpriifung der Ergebnisse erfolgte durch den

Neurologen und Epidemiologen Dr. med. Markus A. Busch.
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4. Ergebnisse

4.1 Beschreibung des Patientenkollektivs

Insgesamt wurden 33 Patienten mit symptomatischen ACI-Stenosen eingeschlossen.
Acht Patienten (24%) hatten eine TIA. Der Schlaganfallmechanismus wurde bei 27
Patienten (82%) als embolisch und bei 6 Patienten (18%) als ha&modynamisch
eingeschatzt. Um den Schlaganfallmechanismus zu identifizieren, wurde eine
umfangreiche diagnostische Evaluation zwischen stationarer Aufnahme und Operation
vorgenommen. Alle Patienten erhielten eine Dopplersonografie der hirnversorgenden
Arterien mit Frage nach hamodynamischer Relevanz der ACI-Stenose. Zusatzlich
wurden eine digitale Subtraktionsangiografie bei 39%, eine computertomographisch
gestutzte Angiografie bei 30% sowie eine Angiografie mittels Magnetresonanztechnik
bei 48% der Patienten durchgefuhrt. Abbildung 11 stellt eine computertomographisch
gestutzte Angiografie dar, welche einen Verschluss eines Mediateilastes rechts zeigt.
Dieser Verschluss bei ipsilateraler ACI-Stenose kann auf einen embolischen

Schlaganfallmechanismus hinweisen.

Abbildung 11: Die Abbildung zeigt eine computertomographisch gestiitzte Angiografie mit Verschluss
eines rechtsseitigen Mediahauptastes. Der Patient wies eine hochgradige ACI-Stenose rechts auf. Der
Schlaganfallmechanismus ist am ehesten arterioarteriell. Das Blutgefal3 ist wahrscheinlich durch einen
Thrombus oder Plaquematerial verschlossen.
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Die zerebrale Bildgebung erfolgte in 91% der Falle mittels Computertomografie (CT).
Erganzend erhielten 55% eine zerebrale Darstellung durch eine
Magnetresonanztomografie. Bei 70% der Patienten aus der embolischen Gruppe
wurden multiple akute ischamische Areale im nachgeschalteten Stromgebiet der ACI-
Stenose detektiert. Bei 11% der Patienten wurde embolisiertes thrombotisches Material
im poststenotischen Bereich nachgewiesen. Ein einzelnes ischamisches Areal im
relevanten Karotisstromgebiet, ohne morphologische Merkmale eines
Grenzzoneninfarktes, wurde bei 26% der Patienten der embolischen Gruppe
nachgewiesen. 83% der Patienten aus der hamodynamischen Gruppe hatten eine
Anamnese mit fluktuierender neurologischer Symptomatik als Ausdruck einer
zerebralen Ischamie im Karotisstromgebiet bei gleichzeitig dokumentiertem
Blutdruckabfall.

Bei 33% aller Patienten mit hamodynamischer Schlaganfallatiologie zeigte sich eine
isolierte korrespondierende akute Grenzzonenischamie in der Bildgebung.

Bei allen Patienten wurden im Rahmen der Anamnese und der Untersuchung Daten
uber Nebendiagnosen und bedeutende Risikofaktoren systematisch erfasst. Die
vaskulare Risikoprofilierung ergab, dass bedeutende Risikofaktoren bei einem Grol3teil
der Patienten vorlagen (siehe Tabelle 2). In der Patientengruppe mit
hamodynamischem Schlaganfall hatten die Patienten vermehrt einen arteriellen
Hypertonus und eine Hyperlipiddmie. Es fanden sich keine weiteren Unterschiede
zwischen beiden Gruppen in Hinblick auf die in Tabelle 2 genannten Merkmale und die
Begleitmedikation (Nicht-steroidale antiinflammatorische Medikamente,
Immunsuppressiva, Antibiotika, Statine, ACE-Hemmer, Calcium-Antagonisten, Sartane,
Betablocker, Nitrate, Diuretika, Insuline, orale Antidiabetika). Die kurz vor der
Narkoseeinleitung entnommenen Blutproben dienten ebenfalls dazu, mogliche
Unterschiede zwischen den einzelnen Vergleichsgruppen festzustellen. Es fanden sich
keine signifikanten Unterschiede in beiden Gruppen in Hinblick auf die untersuchten
Laborparameter. Alle Patienten hatten vergleichbar niedrige CRP-Werte mit 0,2 (0,1-
0,4) mg/dl [Referenz: < 0,8 mg/dl] als Ausdruck einer fehlenden relevanten systemisch-
entzundlichen Begleiterkrankung. Die mediane Dauer zwischen letztem ischamischem
Ereignis einer symptomatischen ACI-Stenose und Operation war in beiden Gruppen mit

17 (embolische Gruppe) und 16 (hamodynamische Gruppe) Tagen annahernd gleich.
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Tabelle 2: Vergleich Grundmerkmale der beiden Patientengruppen mit embolischem und

hédmodynamischem Schlaganfallmechanismus.

Serologie
Chol, mg/dl
Tg, mg/dl
Ldl, mg/dl
Hdl, mg/dI
Crp, mg/dl
Hbalc, %

165/142-204
160/116-193
93/69-123
45/38-49
0,14/0,1-0,4
6,3/5,9-6,7

Variablen Embolischer Hamodynamischer P

Schlaganfall- Schlaganfall-

Mechanismus Mechanismus

(n=27) (n=6)

Tage seit letztem Ereignis, Tage 17 (9-28) 16 (7.25-33,5) 0,82 NS*
Alter 63 (57-75) 62 (53-75,25) 0,89 NS*
Mannliches Geschlecht, n (%) 15 (56) 5(83) 0,12 NSt
Koronare Herzkrankheit, n (%) 11 (41) 4 (67) 0,66 NSt
Myokardinfarkt, n (%) 5(19) 1(17) 0,75 NSt
pAVK, n (%) 7 (26) 2 (33) 0,61 NSt
Arterieller Hypertonus, n (%) 24 (89) 6 (100) 0,02t
Hyperlipidamie, n (%) 19 (70) 6 (100) <0,0005t
Diabetes mellitus, n (%) 7 (26) 2 (33) 0,77 NSt
Body mass index, kg/m? 25,6/23,2-28,7 23,1/21,4-27,75 0,26 NS*
Aktiver Raucher, n (%) 14 (52) 3 (50) 0,95t
Packungsjahre 5/0-40 27,5/0-76 0,33 NS*
Ehemalige Raucher, n (%) 2(7) 2 (33) 0,64 NSt
Alkoholabusus, n (%) 2(7) 2 (33) 0,24 NSt
Positive Familienanamnese, n (%) 14 (52) 6 (100) 0,30 NSt

176,5/140,5-239,25 0,66 NS*

129,5/89-148,25 0,09 NS*
104/77,75-199,75 0,48 NS*
45,5/39,5-562,5 0,56 NS*
0,275/0,18-0,78 0,30 NS*

5,8/5,5-6,78 0,16 NS*

Aufgefiihrt sind wichtige vaskulére Risikofaktoren sowie Laborparameter. Die Angaben flir beide Gruppen

erfolgen in n (n = Anzahl der Patienten mit entsprechendem Merkmal). Fiir die Merkmale Alter, Body-

Mass-Index und Rauchen erfolgen die Angaben in Jahren, kg/m2 bzw. Packungsjahren. Die Angaben in

Klammern geben den prozentualen Anteil dieses Merkmales bzw. das obere und untere Quartil an. Das

Merkmal pAVK steht flir periphere arterielle Verschlusskrankheit. Zur Erfiillung dieses Merkmales musste

eine periphere arterielle Stenose oder ein Arterienverschluss vorliegen, die mit einer Claudicatio

intermittens, einem Ruhe-oder Nachtschmerz oder einer Nekrosen einhergeht. Stenosen oder

Verschliisse extra-oder intrakranieller Arterien wurden nicht beriicksichtigt. Hyperlipidémie: Einnahme

von Statinen bei bekannter Hyperlipiddmie oder erh6htes Gesamtcholesterin oder low-density lipoprotein
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cholesterol oder eine Gesamtcholesterin/high-density lipoprotein cholesterol ratio = 5. Rauchen weist auf
aktuellen Zigarettenkonsum bis zum Studieneinschluss hin. Die Einheit Packungsjahr bedeutet, dass eine
Person ein Jahr lang téglich eine Packung Zigaretten (= 20 Zigaretten) geraucht hat. Das Merkmal
chronischer Alkoholabusus war zutreffend, wenn die fiir die Diagnose notwendigen Kriterien des ICD10-
Codes F10.2 erfillt waren. Das Merkmal positive Familienanamnese traf dann zu, wenn Geschwister
oder Eltern des Patienten einen Myokardinfarkt oder Schlaganfall erlitten hatten oder aufgrund

arteriosklerotischer Wandverdnderungen operiert worden waren

4.2 Qualitative Beschreibung der Verteilung von Makrophagen, T-Zellen und
MMP-9

In allen Operationspraparaten lieR sich eine immunhistochemische Aktivitat an
Makrophagen, T-Zellen und MMP-9 nachweisen. Das Ausmal® der MMP-9-positiven
Regionen an der Gesamtquerschnittsflache war geringer als das entsprechende
Ausmald der Makrophageninfiltrate. Die Verteilung der Makrophagen, T-Zellen und
MMP-9-positiven  Regionen war inhomogen Uber den Langsverlauf des
Operationsmaterials verteilt. In Regionen mit Makrophageninfiltration fanden sich in der
Regel ebenfalls T-Zellen und in enger raumlicher Beziehung MMP-9. Wahrend sich
positive Farbungen fur Makrophagen und MMP-9 oft als konfluierend darstellten, waren
die T-Zellinfiltrate als einzelne Zellen identifizierbar. Alle drei Parameter fanden sich
uberwiegend im Grenzbereich des lipidreichen nekrotischen Kerns und der fibrosen
Kappe sowie in den Schulterregionen der Plaque. Innerhalb der Patientengruppe mit
hamodynamischen Stenosen war die T-Zellinfiltration haufiger weitlaufiger und damit

weniger dicht verteilt.
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Abbildung 12A-B: Abbildung 12A zeigt einen Querschnitt durch einen Thrombendarterektomiezylinder,

der zum Nachweis von Makrophagen gefdrbt wurde (OriginalvergréBerung 12fach). Wichtige
plaquemorphologische Merkmale sind beschriftet. Die roten Pfeile markieren eine dichte
Makrophageninfiltration. Der blaue Pfeil zeigt eine artifizielle Plaquefissur, die wéhrend der TEA
entstanden ist. Die rechte Abbildung zeigt eine AusschnittsvergréBerung der Schulterregion der Plaque.

Hier findet sich ebenfalls eine dichte Makrophageninfiltration

4.3 Quantitative Beschreibung der Verteilung von Makrophagen, T-Zellen und
MMP-9

In den Operationspraparaten von Patienten mit embolischem Schlaganfallmechanismus
zeigte sich eine signifikant hdhere Infiltration von Makrophagen und T-Zellen. Die
Expression der MMP-9 war ebenfalls signifikant starker in der embolischen Gruppe
(siehe Tabelle 3).

Tabelle 3: Vergleichende Darstellung des Makrophagengehaltes (Anteil der makrophagen-positiven
Fldche am GesamtgefdalBquerschnitt) und Ausmall der T-Zellen (T-Zellen pro mm®  des
GesamtgefdlRquerschnitts) sowie des Gehaltes an MMP-9 (Anteil der MMP-9-positiven Flache am
Gesamtgefdl3querschnitt)  zwischen  Patienten mit  embolischem und  hdmodynamischem
Schlaganfallmechanismus bei symptomatischer ACI-Stenose. Die Angaben erfolgen als Median sowie
inter quartile range. Die Einheiten sind Prozent bzw. Zellen/mm® bei T-Zellen. In der rechten
Tabellenspalte ist das Signifikanzniveau dargestellt. Ein p =< 0,05 weist auf einen signifikanten

Unterschied zwischen beiden Gruppen hin.

Parameter ACI-Stenosen, ACI-Stenosen, Signifikanz
embolischer hdamodynamischer 0
Mechanismus Mechanismus
(n=27) (n=6)
Makrophagen, % (IQR) 2,81% (1,69-4,09) 0,99% (0,57-1,50) 0,003
T-Zellen, n/mm? (IQR) 49,66 (21,26-71,39) 10,28 (7,05-13,87) 0,0005
MMP-9, % (IQR) 0,63% (0,42-1,01) 0,25% (0,05-0,45) 0,007
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Nach Ausschluss der 8 Patienten mit TIA oder Amaurosis fugax (n=8, 24% vom
Gesamtkollektiv) blieb der Unterschied weiterhin signifikant. Die Infiltration von
Makrophagen und T-Zellen ergab fir Makrophagen 2,46% (1,69-3,72) vs. 0,42% (0,20-
0,64); p=0,02 bzw. 34,88 T-Zellen/mm? (20.40-59.75) vs. 9.37 (4.22-14.53); P=0.045.
Fir die Expression der MMP-9 wurde ein Anteil der Gesamtquerschnittsflache von
0,61% (0.40-0.88) vs. 0.07% (0.05-0.08); P=0.02 ermittelt.

4.4 Verteilung der plaquemorphologischen Merkmale Plaqueruptur,
Oberflachenthrombus, nekrotischer Lipidkern und Plaguehamorrhagien in

beiden Gruppen

Die histologische Untersuchung der Operationspraparate ergab strukturelle
Unterschiede und Gemeinsamkeiten zwischen der Gruppe von Patienten mit
embolischem bzw. hdmodynamischem Schlaganfallmechanismus. In der embolischen
Gruppe fanden sich mehr Plaquerupturen (37% vs. 0%), mehr oberflachliche
Thrombusauflagerungen (19% vs. 0%) und mehr Plaguehamorrhagien (44% vs. 17%).

Aufgrund der geringen Fallzahl und der teilweise fehlenden Merkmalsauspragung in der
hamodynamischen Gruppe (Merkmale: Plaqueruptur und Oberflachenthrombus) waren
die Unterschiede nicht signifikant. Das Merkmal nekrotischer Lipidkern war in beiden
Gruppen in etwa gleich haufig vertreten (96% vs. 100%), wobei im Operationsmaterial
bei allen Patienten mit hamodynamischem Schlaganfallmechanismus ein nekrotischer

Lipidkern vorhanden war.
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Abbildung 13A-F: Die Abbildung 13A und 13B zeigen Plaquehdmorrhagien. Dabei handelt es sich um
Einblutungen innerhalb der arteriosklerotischen Plaque. Abbildung 13A zeigt multiple Einblutungen (siehe
rote Pfeile). Abbildung 13B stellt eine Vergréerung von 13A dar. Dadurch dass einzelne Erythrozyten
noch differenziert werden kénnen, ist die Einblutung als frisch einzuschétzen. Aufféllig an der Abbildung
ist zudem, dass die Einblutung in einer Region mit ausgepragter Neovaskularisation (blauer Pfeil) liegt.
Abbildung 13C zeigt eine Plaqueruptur (roter Kreis). Im Bereich der Ruptur befindet sich eine
thrombotische Auflagerung und Bestandteile des nekrotischen Kerns kommunizieren mit dem
GefédBBlumen. 13D stellt die o.9. Plaqueruptur detaillierter dar. In 13E ist ein groer wandstdndiger
Thrombus zu sehen (roter Pfeil). Abbildung 13F zeigt einen ausgedehnten nekrotischen Kern (rote
Pfeile). Die fibrése Kappe (blauer Pfeil) weilt keine Strukturauffélligkeiten auf.
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4.5 Vergleich der Haufigkeit von vaskuldaren Ereignissen und Tod im ersten

Jahr nach Operation zwischen beiden Gruppen

Die Rate der vaskularen Ereignisse (Schlaganfall oder TIA, Herzinfarkt, instabile Angina
pectoris, vaskularer Tod, stationare Aufnahme flr eine vaskulare Intervention oder
Behandlung einer Erkrankung der BlutgefalRe) im ersten Jahr nach Operation betrug
41% in der Gruppe von Patienten mit embolischer Schlaganfallgenese. In der
hamodynamischen Gruppe hatten 33% der Patienten ein derartiges Ereignis. Die
Unterschiede waren sowohl fur jedes einzelne Ereignis als auch fur die Gesamtheit der
Ereignisse nicht signifikant. Ein Patient aus der embolischen Gruppe verstarb wahrend

des Beobachtungszeitraumes.

5. Diskussion

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit plaguemorphologischen Unterschieden
zwischen Patienten mit symptomatischen ACI-Stenosen. Dabei wurde die Hypothese
uberpruft, ob bei Patienten mit embolischem  Schlaganfallmechanismus
Plaquedestabilitatsmerkmale starker ausgepragt sind bzw. haufiger vorkommen als bei
Patienten mit hamodynamischem Schlaganfall bei ACI-Stenose. Hierzu wurden
Thrombendarterektomiepraperate von 33 Patienten mit symptomatischer ACI-Stenose
immunhistochemisch und histologisch untersucht. Der Hintergrund der Fragestellung
beruht darauf, dass sich die zugrunde liegenden Schlaganfallmechanismen aus
pathophysiologischer Sicht grundlegend unterscheiden und sich daher relevante
plaqguemorphologische Unterschiede darstellen lassen mussten. Patienten mit
embolisch bedingtem Schlaganfallmechanismus zeigten hierbei einen signifikant
hoheren Gehalt an den etablierten Destabilitdtsmerkmalen wie Makrophagen, T-Zellen
und MMP-9. Zudem zeigte sich eine nicht signifikante Tendenz, dass Plaquerupturen,
Plaqueeinblutungen und Oberflachenthromben haufiger bei embolischem Mechanismus

nachzuweisen sind.

5.1  Zur Verteilung der Grundmerkmale in beiden Vergleichsgruppen

Dieser Punkt ist in der Hinsicht wichtig, da Patientenmerkmale wie vaskulare

Risikofaktoren oder medikamentdse Therapie Einfluss auf die Plaguemorphologie und
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auch auf die ebenfalls dokumentierten vaskularen Ereignisse im postoperativen
Zeitraum haben koénnten. So ware es moglich, dass aufgrund einer vermehrten
Einnahme von z.B. Statinen in einer Gruppe das Destabilitatsmerkmal
Makrophageninfiltration erniedrigt ist [13,37]. Oder, dass in einer Gruppe der Anteil an
Patienten mit koronarer Herzkrankheit (KHK) deutlich erhdht ist und diese Patienten
daher im postoperativen Beobachtungszeitraum vermehrt Herzinfarkte erleiden. Da ein
randomisiertes Studiendesign aufgrund der Fragestellung nicht moéglich war, ist das
Vorhandensein derartiger Stoérfaktoren nicht auszuschlieen. Aulier einer vermehrten
Haufigkeit eines arteriellen Hypertonus und einer Hyperlipidamie in der
hamodynamischen Gruppe fanden sich keine signifikanten Unterschiede in Hinblick auf
die in Tabelle 2 genannten vaskularen Risikofaktoren. Zudem unterschieden sich der
Stenosegrad der zu operierenden ACI sowie die Laborparameter und Begleitmedikation
nicht signifikant. Das Zeitintervall zwischen dem letzten ischamischen Ereignis bei
symptomatischer ACI-Stenose war zwischen beiden Gruppen nahezu identisch. Auch
hatten alle Patienten vergleichbar normale CRP-Werte als Ausdruck einer fehlenden
systemisch-entzundlichen Begleiterkrankung, die Einfluss auf die
Entzindungsmerkmale innerhalb einer arteriosklerotischen Plaque haben konnte.

Im Hinblick auf den hdheren Anteil von Patienten mit arteriellem Hypertonus und
Hyperlipidamie in der Gruppe mit hamodynamischen Schlaganfallmechanismus ist zu
berticksichtigen, dass beide Merkmale als vaskulare Risikofaktoren eingestuft werden
mussen. Dabei hat der arterielle Hypertonus eine besondere Relevanz als Risikofaktor
fur einen ischamischen Schlaganfall [38,39]. Zwar disponieren beide Merkmale zur
initialen Endothelschadigung [19], allerdings finden sich in der aktuellen Literatur keine
Daten auf die von uns untersuchten Plaguemerkmale bei fortgeschrittenen
arteriosklerotischen Prozessen. Vermutlich ist allerdings eher ein negativer Effekt auf
die untersuchten Plaquemerkmale anzunehmen. Damit erhalten die in der
hamodynamischen Gruppe ermittelten weniger stark ausgepragten Werte flur die
Infiltration von Makrophagen und T-Zellen sowie die Expression MMP-9 eine zusatzlich
hohere Gewichtung.

Insgesamt wies das Gesamtkollektiv ein erhebliches vaskulares Risikoprofil auf. So
hatten 90,9% einen arteriellen Hypertonus, 27,3% hatten Diabetes mellitus, 27,3%
hatten eine pAVK und 51,5% der Patienten waren aktive Raucher. 45,5% der Patienten

hatten eine bekannte KHK und 18,2% hatten einen Herzinfarkt hinter sich. Dieses
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ausgepragte Risikoprofil steht weitestgehend im Einklang mit anderen Studien, welche

Patientenkollektive mit symptomatischen ACI-Stenosen untersuchten [12,13,26,40-42].

5.2  Zur Einteilung des Schlaganfallmechanismus

Der zugrunde liegende Schlaganfallmechanismus wurde praoperativ, flr die
Untersucher der plaguemorphologischen Merkmale geblindet, eingeschatzt.

Bei 27 Patienten wurde er als embolisch und bei 6 Patienten als hamodynamisch
zugeordnet. Es wurde eine umfangreiche Evaluation zwischen stationarer Aufnahme
und Operation vorgenommen, um den Schlaganfallmechanismus zu identifizieren.
Dennoch kann nicht mit letztendlicher Sicherheit ausgeschlossen werden, dass
einzelne Patienten in die falsche Gruppe eingeteilt wurden.

So ist es denkbar, dass z.B. eine als Kkortikaler Grenzzoneninfarkt imponierende
Ischamie komplett oder auch teilweise durch eine arterioarterielle Embolie, also einen
embolischen Schlaganfallmechanismus, bedingt ist [43]. Es ware auch mdglich, dass
zusatzlich zu einer hamodynamisch relevanten ACI-Stenose im nachgeschalteten
Stromgebiet eine rupturierte intrakranielle Plaque in der Arteria cerebri media vorliegt,
welche einen embolischen Schlaganfallmechanismus konkurrierend verursacht haben
konnte. Allerdings deutet sich im Bezug auf einen inneren Grenzzoneninfarkt an, dass
eine arterioarterielle Embolie als Ursache sehr unwahrscheinlich ist [44,45]. Die groliere
Gefahrdung der inneren Grenzzonenregion fur hamodynamische Ischamien bei
reduzierter zerebraler Perfusion ist auf die Anatomie der dortigen Arteriolen
zurlckzufihren. Die Arteriae lenticulostriatae stellen die am meisten distalen
Aufzweigungen der ACI dar, haben zudem eine relativ schlechte Kollateralisierung und
der Perfusionsdruck ist hier wahrscheinlich am geringsten [46]. So zeigten
Perfusionsstudien, dass die weilRe Substanz paraventrikular am starksten anfallig bei
hamodynamischen Stérungen bei Patienten mit ACI-Stenose ist [47].

Im Gegensatz zur inneren liegt die kortikale Grenzzonenregion nahe der
Hirnoberflache, deren Kollateralversorgung durch leptomeningeale und durale
Anastomosen deutlich ausgepragter ist. Dies macht die kortikalen Grenzzonenregionen
resistenter gegenuber hamodynamischen Faktoren.

Ferner kdnnen bei einigen Patienten zu verschiedenen Zeitpunkten hamodynamische

und embolische Mechanismen bestehen und interagieren (siehe Abbildung 14).
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Abbildung 14A-B: Die Abbildungen zeigen eine diffusionsgewichtete Darstellung des Hirnparenchyms

eines Patienten, der mit einem akuten Hemisyndrom rechts aufgenommen und in eine andere Studie
eingeschlossen wurde. In Abbildung14A markiert der rote Kreis ein ischdmisches Areal in der vorderen
kortikalen Grenzzone. Das rote Oval zeigt frische ischdmische Auffélligkeiten in der inneren
Grenzonenregion. Der rote Pfeil markiert ein Areal, das nicht sicher einer Grenzzonenregion zuzuordnen
ist. Abbildung 14B zeigt weitere ischdmische Areale, die aulerhalb der Grenzzonenregion liegen. Anhand
der vorliegenden Aufnahmen ist es aus bildmorphologischer  Sicht  schwierig, den
Schlaganfallmechanismus zuzuordnen. Es finden sich gleichzeitig Merkmale eines hdmodynamischen

und embolischen Schlaganfallmechanismus.

Als zusatzliches Hilfsmittel zur besseren Fahndung nach einem embolischen
Mechanismus bietet sich die praoperative Messung von Mikroemboliesignalen (MES)
mittels transkranieller Dopplersonografie (TCD) an. Mithilfe der TCD ist es mdglich,
zerebrale Embolien in intrakraniellen GefalRen zu detektieren. Die MES sind direkter
Ausdruck von Embolien. Es ist bekannt, dass zerebrale Mikroembolien signifikant
haufiger bei symptomatischen ACI-Stenosen im Vergleich zu asymptomatischen ACI-
Stenosen auftreten [48-50]. Die MES-Rate ist nach einem ersten ischamischen Ereignis
deutlich héher und nimmt erst allmahlich wieder ab [49]. Nach erfolgreicher TEA bei
zuvor symptomatischen ACI-Stenosen fallt die MES-Rate deutlich ab [49]. Zudem
zeigten Jander et al. eine signifikante Korrelation zwischen einem erhdhten
Makrophagenanteil in Plaques und einer vermehrten Detektion von MES. Fir T-Zellen

zeigt sich ein nicht signifikanter Trend [12]. Allerdings differenzierten Jander et al.
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symptomatische Stenosen nicht in Hinblick auf den zugrunde liegenden
Schlaganfallmechanismus, was bei einer moglichen Anwendung zur Identifizierung von
embolisch  wirkenden  ACI-Stenosen  bericksichtigt werden  muss. Aus
pathophysiologischer Sicht ware es allerdings vorstellbar, dass die Unterschiede im
untersuchten Patientenkollektiv (symptomatisch vs. asymptomatisch) groRer gewesen
waren, wenn er sich bei der Untersuchung von symptomatischen Patienten auf jene mit
embolischem Schlaganfallmechanismus beschrankt hatte.

Loftus et al. konnten zeigen, dass Plaques von Patienten, die spontane MES im TCD
aufwiesen, einen signifikant hoheren MMP-9-Gehalt hatten als Patienten, die keine
spontanen MES zeigten [26].

Mithilfe der TCD und der gemessenen MES hatte eine mdglicherweise zusatzliche
Bestatigung des Schlaganfallmechanismus in der vorliegenden Arbeit vorgenommen
werden konnen. Die Einteilung der Patienten z.B. in die hamodynamische Gruppe ware
durch die Zusatzinformation MES-negative Stenose eventuell noch sicher gewesen.
Weiterhin bietet sich zur Einteilung des Schlaganfallmechanismus die Bestimmung der
zerebrovaskularen Reservekapazitat (Vasomotorenreserve) an. Die Reservekapazitat
ist ein Mal} fur die Dilatationsfahigkeit der intrazerebralen Arteriolen. Kommt es zum
Anstieg des COj-Partialdrucks (pCO;) im Blut, erweitern sich die intrazerebralen
Arteriolen. Der Durchmesser der MCA bleibt dabei unverandert. Aufgrund der
Widerstandsabnahme im nachgeschalteten Gefallsystem lasst sich mithilfe der
Dopplersonografie eine Zunahme der Flussgeschwindigkeit in der MCA bestimmen, die
vom noch mdglichen Dilatationspotential der Arteriolen abhangig ist. Der Zuwachs wird
als Reservekapazitat bezeichnet. Bei einer erschopften Reservekapazitat sind die
Arteriolen bereits in Ruhe maximal dilatiert und ein Reiz fuhrt zu keiner zusatzlichen
Dilatation der Arteriolen. In der MCA ist keine Veranderung der Flussgeschwindigkeit
messbar. Im klinischen Alltag wird fur die Bestimmung der zerebrovaskularen
Reservekapazitat der Diamox®-Test angewendet. Acetazolamid (Diamox®) beeinflusst
durch Veranderung des Blut-pH-Wertes die Weite der intrazerebralen Arteriolen. Nach
der i.v.-Gabe kann man einen mit der zerebrovaskularen Reservekapazitat
korrelierbaren Anstieg der Blutflussgeschwindigkeit detektieren. Eine erniedrigte
Reservekapazitat kann dabei auf eine hamodynamische Wirkung der Stenose
hinweisen, schliel3t aber letztlich eine arterioarterielle Genese nicht aus.

Da der Nutzen einer frihzeitigen TEA bei Patienten mit symptomatischen ACI-Stenosen

belegt ist [3,51-53], musste aus ethischen Gesichtspunkten bertcksichtigt werden, dass
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eine studienbedingte zeitliche Ausweitung durch Zusatzuntersuchungen bis zur
Operation bedenklich ist. So schied flir wuns eine Verzégerung des
Operationszeitpunktes aufgrund einer Erweiterung der Diagnostik aus.

Acht der untersuchten Patienten hatten eine TIA. Da sich eine TIA mit den Ublichen
bildgebenden Verfahren haufig nicht durch ein Defektareal darstellen lasst, ware
insbesondere  bei  diesen Patienten  eine  Zuordnung zum  falschen
Schlaganfallmechanismus mdglich gewesen. Nach Ausschluss dieser Patienten blieben

unsere Ergebnisse, trotz der weiteren Verringerung der Fallzahl, signifikant.

5.3 Zur Bewertung der immunhistochemischen und histologischen Methodik

Vor den eigentlichen Farbeprozeduren erfolgten die Konservierung und die
Aufarbeitung der Proben, welche Einfluss auf die Ergebnisse haben konnen und daher
zunachst diskutiert werden mussen. Unter anderem ist es wichtig, die Fixierdauer in
Formalin zu beachten. Bei einer Fixationsdauer von bis zu 26 Stunden in 4% Formalin
ist keine signifikante Einschrankungen der Immunreaktivitdt zu erwarten [54]. In der
Regel fuhrt eine langere Fixierdauer zu einer schwacheren Immunreaktivitat und kann
damit Unterschiede im Farbeverhalten bedingen. Laut Protokoll war eine Lagerung der
Operationspraparate von 24 Stunden vorgeschrieben. Bei groReren Praparaten wurde
auch eine Inhomogenitat der Fixierung beschrieben, was aber aufgrund des geringen
Volumens der TEA-Praparate nicht wahrscheinlich ist.

Erwahnt werden sollte auch, dass durch die Operation selbst artifizielle Fissuren in der
Plaqueoberflache erzeugt werden koénnen. Diese kbénnen mit Plaquerupturen
verwechselt werden und bedtrfen daher besonderer Beachtung. Da artifizielle Fissuren
haufig ohne besondere anatomische Korrelation zu den plaquemorphologischen
Merkmalen wie nekrotischer Kern und fibrose Kappe stehen, ist eine Differenzierung
allerdings méglich. Ahnliches trifft fiir Plaquehdmorrhagien zu. Um die Bestimmung der
plaquemorphologischen Merkmale nicht nur von der Einschatzung eines einzelnen
Untersuchers abhangig zu machen, wurden die Praparate zusatzlich von dem
Pathologen Prof. Dr. med. Wilko Weichert untersucht. Seine Ergebnisse wurden bei der
Bildung eines spateren Konsensscores berlcksichtigt. Im Hinblick auf die
plaguemorphologischen Parameter kann nicht mit letzter Sicherheit ausgeschlossen
werden, dass sich wandstandiges Thrombusmaterial intraoperativ oder wahrend des

Aufbereitungsprozesses geldst hatte und damit sich der spateren Bewertung entzog. Es
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ist auch vorstellbar, dass wandstandiges Thrombusmaterial praoperativ durch
korpereigene Mechanismen gelost bzw. abgebaut wurde oder wahrend der
zuruckliegenden zerebralen Ischamie embolisierte. Unter all diesen Umstanden konnte
Thrombusmaterial nicht nachweisbar sein.

Weiterhin muss bedacht werden, dass durch verspatete Inanspruchnahme arztlicher
Hilfe sowie durch Diagnostik und Operationsvorbereitungen Zeit vergeht zwischen den
auf die symptomatische ACI-Stenose zuriickgehenden Symptomen und der TEA. Die
Untersuchung des Operationspraparates kann lediglich Auskunft tber dessen Zustand
zum Zeitpunkt der Operation geben, wodurch die zeitliche Dynamik des zugrunde
liegenden pathogenetischen Prozesses nicht beachtet wird. Inwieweit wir auch
Heilungsprozesse dokumentierten, zu denen Makrophagen, T-Zellen und MMP-9 durch
ihre gewebsgestaltenden Eigenschaften beitragen koénnen, bleibt bei unseren
Betrachtungen unklar. Das mediane Zeitintervall zwischen dem letzten zerebralen bzw.
retinalen Ereignis und der ACI-TEA betrug fur das Gesamtkollektiv 17 (9-29) Tage.
Obwonhl dieses Zeitintervall relativ lang erscheint, ist es im Gegensatz zu anderen
Publikationen als eher kurz einzuschatzen [12,13,26,40,41]. Der optimale Zeitpunkt fr
unsere Untersuchung ware gewesen, wenn der Studieneinschluss, die begleitende
Diagnostik und die ACI-TEA am Tag des qualifizierenden Ereignisses fur eine
symptomatische ACI-Stenose stattgefunden hatten.

Eine der Schwachen der immunhistochemischen Farbemethode ist die Schwierigkeit
der Standardisierung. Dies kann zu Ergebnisschwankungen trotz identischen
Studienprotokolls fihren. So kdnnen unterschiedliche Qualitaten der Materialien oder
Temperaturschwankungen zwischen einzelnen Farbungen Ergebnisse beeinflussen.
Neben der strikten Einhaltung des Farbeprotokolls wurden daher bis zu 20 Proben
gleichzeitig gefarbt, um derartige Einflisse zu minimieren. Bei verschiedenen
Studienprotokollen kdénnen sich die Ergebnisse quantitativ deutlich unterscheiden. In
einer Untersuchung von symptomatischen und asymptomatischen ACI-Stenosen
fanden Jander et al. deutlich héhere Makrophageninfiltration im Vergleich zu dieser
Untersuchung, trotz identischer Primar- und Sekundarantikdrper. Dabei waren sowohl
der Anteil der makrophagenpositiven Regionen an der Gesamtplaquequerschnittsflache
bei symptomatischen (n = 21) mit 18% + 10 als auch bei asymptomatischen ACI-
Stenosen (n = 16) mit 11% = 4 deutlich hoher [12]. Eine mdgliche Ursache fur dieses
deutlich groRere Ausmaly an Makrophagen-positiven Regionen kdnnte darin liegen,

dass Jander et al. durch manuelles Umranden der gefarbten Regionen den
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Flachenanteil der Farbung am Gesamtgewebe ermittelten. Hierdurch werden aber
innerhalb makrophagenreicher Regionen auch Areale in denen sich keine Makrophagen
befinden mitbestimmt. So kann es zu einer Uberbewertung des Ausmales
Makrophagen-positiver ~ Regionen kommen. Durch  die Nutzung einer
Farbfrequenzmaske, wie bei unserer Untersuchung, werden dagegen nur farblich
markierte Bereiche erfasst. Unter Berlcksichtigung der hierzu publizierten Literatur
erfolgte die quantitative Evaluation der immunhistochemischen Farbung [12,37,55-57].
Unter stets denselben Einstellbedingungen wie Belichtungszeit, Filter, Helligkeit,
Kontrast und Farbeinstellungen fand die Bildakquirierung automatisch kontrolliert statt.
Damit sind alle Aufnahmen jederzeit unter den gleichen Bedingungen reproduzierbar.
Durch das MitfGhren einer automatischen Bildskalierung waren
Dimensionseinschatzungen unabhangig von der angewandten optischen Vergrof3erung
jederzeit verfugbar. Zusammenfassend kann man sagen, dass bei identischem
Studienprotokoll und gleichen Materialien Ergebnisse gut, bei verschiedener Methodik
allerdings quantitativ nur eingeschrankt miteinander verglichen werden konnen. Bei
jeder Farbung wurden zur Beurteilung der Detektionsfahigkeit und zur Uberwachung
der Qualitat der Farbesysteme Positiv- und Negativkontrollen mitgefuhrt. Aufgrund der
heutigen modernen hochspezifischen Primarantikdrper konnten die gesuchten Zellen
und Proteasen relativ sicher detektiert werden. Als Beleg daflir kdnnen die mitgefuhrten
hochqualitativen  Farbeergebnisse und die in Abbildung 5 dargestellten

Positivkontrollen (Makrophagen (Tonsille), T-Zellen (Appendix), MMP-9 (Leber) dienen.

5.4 Diskussion der immunhistochemischen und plaquemorphologischen
Ergebnisse und deren Kklinische Interpretation in Hinblick auf die

Plaquedestabilitat

Makrophagen, T-Zellen und MMP-9 waren sowohl bei ACI-Stenosen von Patienten mit
embolischem als auch von Patienten mit hamodynamischem Schlaganfallmechanismus
zu finden. Dies ist nicht verwunderlich, da Makrophagen, T-Zellen und MMP-9
entzindliche Prozesse innerhalb der arteriosklerotischen Plaque widerspiegeln und
ihnen bereits beim Entstehungsprozess derartiger Lasionen eine Rolle zugesprochen
wird [8,11,58].

Ein Groldteil der vorliegenden Studien Uber die Untersuchung von ACI-Stenosen

unterscheidet zwischen asymptomatischen und symptomatischen Stenosen. Es konnte
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gezeigt werden, dass der Gehalt an Makrophagen in symptomatischen ACI-Stenosen
héher ist als in asymptomatischen ACI-Stenosen [12,13,40,41]. Zudem zeigte sich,
dass die Anzahl an T-Zellen in symptomatischen im Vergleich zu asymptomatischen
ACI-Stenosen groBer ist [12,41]. Weiterhin konnte im Unterschied zu
asymptomatischen ACI-Stenosen eine hohere Konzentration von MMP-9 in
symptomatischen ACI-Stenosen gefunden werden [13,26].

Unserem Wissen nach ist die vorliegende Arbeit die Erste, welche sich mit
plaguemorphologischen Unterschieden innerhalb von symptomatischen ACI-Stenosen
unter Berucksichtigung des zugrunde liegenden Schlaganfallmechanismuses
beschaftigt.

In einer friheren Studie [13], die den Makrophagen- und MMP-9-Gehalt von 68
asymptomatischen ACI-Stenosen untersuchte, fanden sich nahezu gleiche Ergebnisse
an Makrophagen- und MMP-9-Gehalt wie bei Patienten aus unserer hamodynamischen
Gruppe. Da asymptomatische ACI-Stenosen ein nur gering erhdhtes Schlaganfallrisiko
fur arterioarterielle Embolie aufweisen, kann man schlussfolgern, dass dies auch fir
Patienten mit symptomatischer ACI-Stenose und hamodynamischen
Schlaganfallmechanismus zutrifft. Zudem zeigten unsere Ergebnisse eine Tendenz,
dass Plaquerupturen, oberflachliche Thrombusauflagerungen und Plaquehamorrhagien
weniger haufig in der hamodynamischen Gruppe auftraten. Zusammengefasst kann
man aus diesen Ergebnissen ableiten, dass ACI-Stenosen mit embolischem
Schlaganfallmechanismus haufiger etablierte Plaquedestabilitatsmerkmale aufweisen
als Stenosen mit hdmodynamischem Mechanismus. Diese Resultate konnen bei der
therapeutischen Entscheidungsfindung helfen. So kann es sein, dass ACI-Stenosen mit
einem hamodynamischen Schlaganfallmechanismus eher von einer Karotis-Stent-
Implantation (CAS) profitieren konnten. Dabei konnte man wie folgt argumentieren:
Prinzipiell ist die CAS weniger invasiv als die TEA, dennoch konnte bisher eine
generelle Uberlegenheit nicht nachgewiesen werden. Wahrend einer CAS treten etwa
50% aller Komplikationen im Zusammenhang mit dem Einbringen des Stents auf, wobei
hiervon ein Groldteil symptomatische zerebrale Ischamien sind [59]. Hierbei hat
vermutlich die Vulnerabilitdt der ACI-Stenose einen entscheidenden Einfluss auf die
Komplikationsrate. Dabei ist es moglich, dass bei der Implantationsprozedur
Plaquebestandteile abgelost werden und embolisieren. Aus den Ergebnissen dieser

Arbeit, die eine geringere Plaquevulnerabilitat in der hamodynamischen Gruppe zeigte,
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kann man eine mdglicherweise verringerte Komplikationsrate wahrend des Stentings in
dieser Patientengruppe erwarten.

Unsere Untersuchungsergebnisse legen somit nahe, dass man durch die Identifikation
des zugrunde liegenden Schlaganfallmechanismus bei ACI-Stenose Hinweise auf die
Vulnerabilitat der ACI-Stenose finden kann.

Bei all diesen Betrachtungsweisen darf allerdings nicht unerwahnt bleiben, dass
hamodynamisch wirksame ACI-Stenosen ebenso wie ACI-Stenosen mit embolischem
Schlaganfallmechanismus eine klinisch relevante Manifestation einer fortgeschrittenen
Arteriosklerose darstellen. Das hei3t, man muss prinzipiell bei Patienten mit
symptomatischen ACI-Stenosen von einer generalisierten arteriosklerotischen
Gefalerkrankung ausgehen [60,61]. Dies birgt hohe Risiken flr zukilnftige vaskulare
Ereignisse. So weist etwa ein Drittel der Patienten mit extrakranieller Karotisstenose
gleichzeitig eine intrakranielle Gefaldstenose auf. Andererseits haben Patienten mit
einer pAVK in 25% bis 50% eine Karotisstenose [62,63]. Dabei versterben bis zu 15%
der Patienten mit pAVK aufgrund eines zerebrovaskularen Ereignisses [64]. Patienten
mit einer mindestens 50%igen Karotisstenose haben in 20% bis 40% der Falle eine
KHK [15]. Diese Ergebnisse sind mit unserem Patientenkollektiv (27,3% der Patienten
hatten eine pAVK und 45,5% eine KHK) vergleichbar. Weiterhin steigt bei Zunahme der
Intima-Media-Dicke der Arteria carotis communis das Risiko fur Patienten, die noch
keine manifeste Arteriosklerose aufwiesen, einen Myokardinfarkt oder Schlaganfall zu
bekommen [65].

Dies weist darauf hin, dass die =zerebrovaskulare Arteriosklerose neben dem
ischamischen Schlaganfall mit der koronaren Arteriosklerose assoziiert ist, ein
Zusammenhang zwischen koronarer und zerebrovaskularer Arteriosklerose besteht und
dass die Langzeitprognose von Patienten mit Karotisstenosen nur zum Teil von deren
Schlaganfallrisiko bestimmt wird. So ist die Haupttodesursache von Patienten mit
asymptomatischen ACI-Stenosen der Myokardinfarkt [66].

In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass arteriosklerotische Lasionen in
anderen Gefaliregionen bei Patienten mit symptomatischer ACI-Stenose ahnlich
vulnerable sind. Dabei ahneln sich arteriosklerotische Plaques eines Patienten in
verschiedenen Arterienregionen haufig [67].

Mit der Nachkontrolle unserer Patienten Uber 1 Jahr wollten wir dieser Tatsache
Rechnung tragen. Unter der Annahme, eine symptomatische ACI-Stenose birgt ein

erhohtes Risiko fur vaskulare Ereignisse, bestimmten wir die Haufigkeit des Auftretens
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von Schlaganfallen, TIAs, Herzinfarkten, instabiler Angina pectoris, vaskularem Tod
sowie die Anzahl von stationdren Aufenthalten fir eine vaskulare Intervention oder
Behandlung einer Erkrankung der Blutgefalte. Wir stellten die Hypothese auf, dass eine
vermehrte Ereignisrate in der embolischen Gruppe zu erwarten ist, sofern wir eine
vermehrte entzindliche Aktivitat in derartigen Stenosen feststellten. Es fanden sich
vermehrt vaskulare Ereignisse in der embolischen Gruppe. Dort hatten 41% der
Patienten ein derartiges Ereignis, wahrend in der hamodynamischen Gruppe 33% den
Endpunkt erflllten. Am ehesten aufgrund der fir die Fragestellung zu niedrigen
Fallzahl, lie3 sich kein signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen nachweisen.
Dennoch verdeutlichen die hohen Ereignisraten das hohe vaskulare Risiko dieses
Patientenklientels.

Unsere Untersuchungen berilcksichtigen lediglich einen kurzfristigen perioperativen
Zeitraum. Dabei ist es mdglich, dass aufgrund plaquemorphologischer Veranderungen
die Vulnerabilitat einer Stenose wieder zu- bzw. abnimmt. So ist mittlerweile gut belegt,
dass der Nutzen einer ACI-TEA bei symptomatischen Stenosen mit der Zeit sinkt und
sich sogar in einzelnen Untergruppen umkehrt [7].

Im Hinblick auf die gehauft nachgewiesenen Destabilitatsmerkmale in der embolischen
Gruppe kdnnte man postulieren, dass diese Patienten mdglicherweise besonders stark
von einem pharmakologischen Therapieansatz zur Plaquestabilistation profitieren
wulrden. Bisherige Daten bestatigen, dass die Einnahme von Statinen zu einer
Verminderung der Inflammation und zu einer Stabilisierung der Plaques fuhrt [13,37,68-
70]. Neben ihrem cholesterinsenkenden Effekt haben Statine sogenannte pleiotrope
Eigenschaften [71]. Eine grole Anzahl von Untersuchungen hat nachgewiesen, dass
Statine den oxidativen Stress verringern, die endotheliale Funktion verbessern sowie
antiproliferative, antiinflammatorische, antithrombotische und immunmodulatorische
Effekte haben [71-73].

Crisby et al. untersuchten in einer randomisierten, prospektiven und
placebokontrollierten Studie Patienten mit symptomatischen ACI-Stenosen und
geplanter TEA auf einen moglicherweise plaquestabilisierenden Effekt von Pravastatin.
Patienten aus der Kontrollgruppe, welche drei Monate 40mg Pravastatin pro Tag
erhielten, wiesen in ihren Karotisplaquezylindern weniger Makrophagen und T-Zellen
auf als Patienten aus der Placebogruppe [37]. AuRerdem zeigten Untersuchungen mit
Statinen, dass diese Makrophagen bei der Produktion von MMPs inhibieren [13,55,74].
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Aufgrund dieser Eigenschaften ist ein direkter Einfluss von Statinen auf die oben
beschriebenen inflammatorischen Prozesse in arteriosklerotisch veranderten
GefalRabschnitten naheliegend und eine Art plaquestabilisierender Effekt konnte aus
ihrer Einnahme resultieren. Da sich dieser Effekt auch auf andere GefalRabschnitte
auswirken durfte, kdnnten nicht nur Schlaganfallpatienten, sondern z.B. auch Patienten
mit KHK und pAVK von einer Statintherapie profitieren. Mdglicherweise kdénnten sich
bereits auch kurzfristig Therapieeffekte einstellen, weshalb Patienten mit geplanter
invasiver Intervention an der ACI-Stenose profitieren wirden.

Durch eine Vielzahl von prospektiven klinischen Studien konnte mittlerweile der Nutzen
einer Statintherapie bei Patienten mit Arteriosklerose belegt werden. Hierbei war der
Effekt auf Patienten mit begleitender KHK besonders hoch [75].

Eine groRe Metaanalyse von Amarenco et al. aus dem Jahre 2004 ergab eine relative
Risikoreduktion (RRR) von Schlaganfallen von 21% [76].

In der SPARCL-Studie (Stroke Prevention by Aggressive Reduction in Cholesterol
Levels) wurden 4731 Patienten mit Schlaganfall oder TIA ohne zusatzliche KHK
eingeschlossen und uber durchschnittlich 4,9 Jahre mit 80 mg Atorvastatin oder
Placebo behandelt. Es fand sich eine signifikante RRR von 16%. Die RRR in der
Patientengruppe ohne bekannte KHK hinsichtlich koronarer Ereignisse und vaskularem
Tod war in SPARCL-Studie mit circa 20% Uber den Beobachtungszeitpunkt sogar noch
hoéher [77].

5.5 Prainterventioneller Nachweis von Vulnerabilitatsmerkmalen
arteriosklerotischer GefaBRwandveranderungen durch moderne

Bildgebung und klinischer Ausblick

Moderne bildgebende Verfahren kénnen zur prainterventionellen Risikoprofilierung
hochgradiger ~ ACI-Stenosen beitragen und helfen plaquestabilisierende
Therapieansatze zu Uuberprifen. So kénnte man gezielter Hochrisikopatienten
identifizieren und damit sekundarprophylaktische Optionen (wie z.B. TEA vs. CAS vs.
bestmogliche nichtinvasive Therapie) auf diese anpassen, indem man zwischen
verschiedenen Graden von arteriosklerotischer Vulnerabilitat unterscheidet.

Da Makrophagen eine besondere Bedeutung bei der Entstehung von vulnerablen
Plaques spielen [21,78], stellen sie einen interessanten Marker fur die Bildgebung dar.

Die Positronenemissionstomografie (PET) kann mittels 18-Fluor-Fluordeoxyglukose
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(18-FDG) makrophagenreiche, stoffwechselaktive Plaques identifizieren, da 18-FDG
von Plaquemakrophagen starker verstoffwechselt wird als von anderen zellularen
Plaquebestandteilen wie z.B. glatten Muskelzellen und Fibrozyten [79]. Die
Abbildungen 15A und 15B zeigen im Bezug hierzu zwei Moglichkeiten der Anwendung
einer 18-FDG-PET bei Patienten mit Arteriopathien. Bereits jetzt kdnnen mithilfe der
FDG-PET Unterschiede zwischen symptomatischen und asymptomatischen ACI-
Stenosen gezeigt werden [80], da symptomatische Plaques in dieser Studie vermehrt
Makrophageninfiltration aufwiesen. Plaquestabilisierende Therapieansatze konnten
ebenfalls mit PET-Techniken uUberpruft werden. Tahara et al. zeigten in einer
prospektiven randomisierten Studie, dass eine Statinbehandlung zu einer Abnahme der
FDG-Aufnahme in arteriosklerotisch veranderten Gefalden fuhrt [81]. 43 Patienten mit
hochgradigen ACI-Stenosen erhielten entweder Simvastatin oder eine Diat. Nach drei
Monaten fand sich ein signifikanter Unterschied in der FDG-Aufnahme zwischen beiden
Gruppen, wobei die ACI-Stenosen der Simvastatingruppe eine Abnahme der FDG-
Anreicherung um ca. 10% zeigten. Hieraus wird deutlich, dass das FDG-PET
Plaqueinflammationen  sichtbar macht und fur die  Uberpriifung von
antiinflammatorischen Therapieansatzen genutzt werden kann.

Eine weitere Mdglichkeit zur Darstellung von Makrophagen nutzt die Tatsache aus,
dass Plaquemakrophagen Eisennanopartikel phagozytieren und diese in der T2-
gewichteten MR-Bildgebung zu einer Kontrastverstarkung fihren. Mithilfe dieser
Kontrastmittel scheint es moglich, eine funktionelle Charakterisierung der entzundlichen
Aktivitat vorzunehmen, da die Dichte der aufgenommenen Eisennanopartikel bestimmt
werden kann [82-84]. Vorteil dieser Methode ist, dass aktive Makrophagen sichtbar
werden, da die Eisenpartikel nur dann akkumulieren, wenn diese aktiv durch
Makrophagen phagozytiert werden.

Wie Abbildung 15C verdeutlich, bietet mittlerweile auch die moderne
Ultraschalldiagnostik interessante Ansatze zur Bestimmung der Plaquevulnerabilitat.
Mithilfe Ultraschallkontrastmittel gestltzter Dopplersonografie arteriosklerotischer
Plaques kann z.B. das Ausmald der Neovaskularisation innerhalb von ACI-Stenosen
bestimmt werden [85-87]. Eine wachsende Evidenz belegt, dass fur die
Aufrechterhaltung einer entzlindlichen Aktivitat innerhalb einer Plaque ein gewisses
Ausmald an Neovaskularisation in der Plaque erforderlich ist [88,89]. Dabei ist belegt,

dass proportional zur Neovaskularisation das Ausmal® der Infiltration von
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Entzindungszellen ansteigt. Die Neovaskularisation dient dabei der Unterhaltung von

stoffwechselaktiven Entziindungsprozessen und der Zellinfiltration [90,91].

Abbildung 15 A-C: Die Abbildungen A und B zeigen mit unterschiedlicher farblicher Visualisierung

Mehranreicherungen von FDG mittels PET bei Patienten mit Arteriopathien. Bei Abbildung 15A handelt
es sich um die Aufnahmen einer jungen Frau mit Takayasu-Arteriitis. Bei dieser Erkrankung finden sich
ausgedehnte granulomatése Entziindungsherde in den Arterienwdnden der Aorta und ihren
Hauptstdmmen. Die roten Pfeile markieren FDG-Mehranreicherungen in der Arteria carotis und dem
Aortenbogen. Abbildung 15B zeigt FDG-Mehranreicherungen im ehemaligen Operationsgebiet nach ACI-
TEA links (blauer Pfeil) bei einer Patientin mit bilateralen symptomatischen ACI-Stenosen. Der rote Pfeil
markiert eine geringe FDG-Mehranreicherung im Bereich der kontralateralen Stenose. Die Abbildung 15C
zeigt eine Ultraschallkontrastmittel(USKM) aufnehmende arteriosklerotische Lé&sion einer Patientin mit
ACI-Stenose. Der rote Pfeil markiert die arteriosklerotische Plaque und die blauen Pfeile Regionen mit
USKM-Aufnahme, die auf eine lokale Neovaskularisation hinweist. Alle Abbildungen entstammen einem

eigenen Archiv.

Aufgrund des hohen Weichteilkontrastes bietet die moderne Magnetresonanztechnik

mit zunehmender Feldstarke und unter Ausnutzung innovativer Softwareapplikation
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mittlerweile eine hohe Treffsicherheit bei der Identifizierung der wichtigsten
Destabilitatsmerkmale [92,93].

Der Nachweis kollagenabbauender Proteasen, wie bestimmter MMPs, stellt eine
weitere interessante Option zur Visualisierung dar. Die Darstellung der MMP-Aktivitat in
arteriosklerotischen Plaques ist in tierexperimentell bereits gelungen [94,95], befindet

sich aber fur humane Anwendung noch in der Erprobung.

6. Zusammenfassung

Stenosen der Arteria carotis interna (ACI) sind eine haufige Ursache von zerebralen
Ischamien. Die arterioarterielle Embolie bzw. der embolisch bedingte Schlaganfall sind
bei symptomatischen ACI-Stenosen der haufigste Grund flir eine zerebrale Ischamie,
wahrend eine hamodynamisch bedingte Ischamie seltener vorkommt. Aus
pathophysiologischer Sicht unterscheiden sich beide Schlaganfallmechanismen
grundlegend. Die vorliegende Arbeit Uberprifte daher, ob ein Unterschied im
morphologischen Aufbau von ACI-Plaques zwischen Patienten mit embolischem und
hamodynamischem Schlaganfallmechanismus besteht. Hierzu wurden etablierte
Plaquedestabiltatsmerkale in Thrombendarterektomiepraparaten von 33 Patienten mit
symptomatischer ACI-Stenose analysiert. Patienten mit zugrunde liegendem
embolischen Schlaganfallmechanismus wiesen eine signifikant héhere Infiltration vom
Makrophagen und T-Zellen auf. Die Expression von kollagenabbauenden MMP-9 war
ebenfalls in der embolischen Gruppe signifikant starker. Das Ausmald der
Plaquedestabiltatsmerkmale in der hamodynamischen Gruppe unterschied sich nicht
von einem vergleichbaren Patientenkollektiv mit asymptomatischen ACI-Stenosen.

In der embolischen Gruppe zeigte sich zudem ein Trend, dass Plaquerupturen,
Plaguehamorrhagien und Oberflachenthromben sowie vaskulare Ereignisse im
postoperativen Beobachtungszeitraum haufiger auftraten.

Diese Arbeit verdeutlicht, dass nicht alle symptomatischen ACI-Stenosen stark
ausgepragte Plaquedestabiltdtsmerkmale aufweisen mussen. Diese Erkenntnis kann
man bei der Risikoprofilierung hochgradiger ACI-Stenosen nutzen, um
sekundarprophylaktische Optionen anzupassen, auch wenn die Ergebnisse durch
grolRere Studien erneut bestatigt werden muissten. Moderne bildgebende Verfahren
eroffnen hierbei die Maoglichkeit auch nichtinvasiv Destabilitatsmerkmale zu

identifizieren und im weiteren zeitlichen Verlauf zu beurteilen
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