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Zusammenfassung:

Ischamische und hamorrhagische Schlaganfalle resultieren haufig in alltagsrelevanter bleibender
Behinderung. Beim ischamischen Schlaganfall stehen zur Akutbehandlung rekanalisierende
Therapieverfahren zur Verfiigung (systemische Lysetherapie, endovaskulare Therapie), fiir die
Behandlung intrazerebraler Blutungen fehlen bislang effektive kausalorientierte Therapieverfahren.
Sekundare molekulare und zelluldre Schadigungsmechanismen beeinflussen den klinischen Verlauf
und das Behandlungsergebnis von Schlaganfall-Patienten. Hierzu gehoren die Stérung der Blut-Hirn-
Schranke und inflammatorische Prozesse, die in der subakuten Phase zur Odementwicklung sowie zu
sekundarer funktioneller und struktureller Hirngewebeschadigung beitragen konnen. Klinisch kdnnen
diese Mechanismen innerhalb weniger Tage nach Akutereignis zu vital bedrohlichen intrakraniellen
Volumeneffekten fithren (raumfordernder Hirninfarkt, perifokales Odem).

Unklar ist hierbei die Rolle von neutrophilen Immunzellen, die nach zellularer Schadigung oder
Aktivierung die Bildung von extrazelluldaren, Chromatin-basierten Netzwerk-Strukturen induzieren
kénnen (neutrophil extracellular traps, NETs). NETs sind als Teil des Immunsystems an der
Infektabwehr beteiligt, wurden jedoch bei anderen physiologischen und pathophysiologischen
Prozessen als relevant identifiziert, u.a. bei der arteriellen und venésen Thrombusbildung. Eine
UberschieBende NET-Aktivierung kann mechanistisch zu verstarkter Inflammation und
Gewebeschadigung flihren und stellt damit einen méglichen therapeutischen Ansatz dar.

Ziel der NET-STROKE-Studie ist es, die Bedeutung von NETs bei Patienten mit akutem Schlaganfall zu
untersuchen. Hierzu sollen in einer monozentrischen Studie prospektiv klinische Daten und
bildgebende Parameter erfasst werden sowie sequentiell NET-Marker quantifiziert werden. Es soll
untersucht werden, ob NET-Marker im Plasma/Serum nachweisbar sind und ob NETs als mogliche
Schlaganfall-Biomarker mit klinischen und bildgebenden Parametern (Infarkt-/Blutungsvolumen,
perifokales Odem) sowie dem klinischen Behandlungsergebnis korrelieren. Eine weitere
Fragestellung ist, ob spezifische NET-Profile bei Schlaganfall-Patienten und bei Subgruppen
nachweisbar sind. Die NET-STROKE-Studie kann dazu beitragen, die funktionelle Rolle von NETs bei
ischamischen und hamorrhagischen Schlaganfallen zu charakterisieren und hierauf basierend neue
Ansatze zur Behandlung sekundarer Gewebeschadigung zu entwickeln, die bislang nicht zu Verfligung
stehen. In pra-klinischen Studien wurden bereits therapeutische Ansatze fir NET-induzierte
Pathomechanismen untersucht.

Abstract:

Ischemic and hemorrhagic stroke often results in death or severe disability. Intravenous thrombolysis
and endovascular thrombectomy are effective treatment options in patients with acute ischemic
stroke; however, similarly effective therapies are not available for hemorrhagic stroke. Secondary
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molecular and cellular mechanisms contribute to the clinical course and functional outcome of stroke
patients, including impaired function of the blood-brain-barrier and inflammatory processes. These
processes contribute to the development of brain tissue edema and secondary brain tissue damage,
which may result in clinically relevant life-threatening intracranial mass effects (space-occupying
infarction, perifocal edema) within the first days after stroke onset.

The role of neutrophil extracellular traps (NETs) in stroke is largely unknown. NETs are bundles of
extracellular neutrophilic DNA decorated with neutrophilic proteins induced by activated
neutrophils. In its physiologic role, these NETs trap and kill bacteria, and thereby have beneficial
function as a defense mechanism against pathogens; beyond that, they play a role in pathologic
processes, e.g., in arterial and venous thrombosis. NETs are a prime candidate mechanism to
potentially explain the link between neutrophilic inflammation with its known detrimental effect in
the early phase following acute stroke. NET regulation therefore may be a potential target in stroke
patients, especially to prevent secondary brain damage.

The NET-STROKE study aims to characterize the role of NETs and their potential to serve as
biomarkers in stroke patients. NET-STROKE is a single-center, prospective cohort study evaluating
clinical, neuroimaging and blood NET-parameters in patients with ischemic and hemorrhagic stroke.
We aim to identify if NETs correlate with clinical and imaging parameters (presence and volumes of
infarction / hematoma / perifocal edema volume) and with functional outcome of stroke patients.
Furthermore, we aim to identify specific profiles of NET-markers in stroke and in subgroups of
patients, e.g., in those with hemorrhagic stroke. The NET-STROKE study is expected to contribute to
characterize the mechanistic role of NETs in stroke. Given several potential NET treatments
demonstrated in preclinical studies, NETs may serve as potential treatment targets in stroke patients
to prevent secondary brain injury and functional impairment.

Hintergrund:

Hirninfarkte sind eine der haufigsten Ursachen fiir akute zerebrale Funktionsstérungen.
Persistierende funktionelle Beeintrachtigungen nach einem Schlaganfall sind fiir Betroffene und
Angehorige gravierend und verursachen hohe Aufwendungen in den Gesundheitssystemen. Die
Relevanz von Schlaganfall-Erkrankungen wird in den kommenden Jahrzehnten in Folge der
epidemiologischen und sozio6konomischen Entwicklungen zunehmen. Es werden ischamische (ca.
85%) und hamorrhagische (ca. 15%) Schlaganfille unterschieden, deren Inzidenz regional variiert.!

Die Akuttherapie des ischdmischen Schlaganfalles erfolgt evidenzbasiert mittels intravendser
(systemischer) Lysetherapie mit rekombinantem Plasminogenaktivator (rtPA) bzw. Tenecteplase
(TNK) sowie bei Nachweis eines proximalen zerebralen GefaRverschlusses endovaskular mittels
mechanischer Thrombektomie. Zunehmend finden bei der Selektion fiir rekanalisierende Verfahren
bildgebende Kriterien Anwendung. Schlaganfall-Patienten werden in Deutschland in der Regel auf
spezialisierten Schlaganfall-Stationen (Stroke Unit) und, falls erforderlich intensivstationar,
behandelt; zudem haben sich telemedizinische Konzepte in der Akutversorgung bewahrt. Haufigste
Ursachen sind ein Vorhofflimmern, eine arterielle Embolie bei Makroangiopathie der
hirnversorgenden GefiRe oder eine Mikroangiopathie??

Hamorrhagische Schlaganfille sind meist hypertensiv bedingt, treten jedoch u.a. auch in Folge einer
zerebralen Amyloidangiopathie oder bei intrakranieller GefaBmalformationen auf. Bei hypertensiv
bedingten Blutungen wird eine Blutdrucksenkung empfohlen, um einen Blutungsprogress zu
vermeiden. Evidenzbasierte, kausalorientierte Therapieverfahren stehen bisher nicht zur Verfligung.
Bei vital bedrohlichen intrazerebralen Blutungen kdnnen operative Therapien eingesetzt werden, viel
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versprechend sind hier mikrochirurgische Verfahren. Treten intrazerebrale Blutungen unter einer
therapeutischen Antikoagulation auf, werden Gerinnungsfaktoren (PPSB) oder spezifische Pharmaka
(Idaruzizumab, Andexanet alpha) eingesetzt, um eine Normalisierung der Gerinnung zu erreichen. Bei
ca. 1/3 der Patienten mit intrazerebraler Blutung ist in der Frihphase bildgebend eine
Blutungsprogress nachweisbar, hiufig korrelierend mit einer klinischen Verschlechterung.*

Verschiedene Pathomechanismen sind nach ischamischem und hamorrhagischem Schlaganfall an der
Infarktausbildung und anderen Prozessen beteiligt. In der Frilhphase und in der subakuten Phase
nach Ischamie treten Apoptose und Nekrose infolge von hypoxischer Zellschdadigung auf, verbunden
mit der Bildung reaktiver Sauerstoff-Spezies. Neben diesen akuten ischamischen Mechanismen
tragen Reperfusions-induzierte Schadigungsmechanismen zur Auspragung des Schlaganfalls bei. ®

Aus klinischer Perspektive relevant ist beim ischdamischen Infarkt u.a. das Penumbra-Konzept, das von
einem ischdamisch bedingt avitalen Infarktkern mit umgebendem, durch rekanalisierende
MalRknahmen rettbaren Hirngewebe ausgeht (tissue at risk, Penumbra-Gewebe). Mit ischdmischer
Gewebeschadigung einher gehen in unterschiedlicher Auspragung ein zytotoxisches, interstitielles
und vasogenes Odem, das als Infarktédem zu vital bedrohlichen raumfordernden Infarkten beitragen
kann. Die betroffenen Patienten kénnen bei vitaler Bedrohung operativ behandelt werden
(Hemikraniektomie, subokzipitale Dekompression). Fir spezifische kausalorientierte Verfahren zur
Beeinflussung der o.g Pathomechanismen (antiodematdse Therapie, Neuroprotektiva, Hypothermie)
steht bislang der Nachweis eines klinischen Nutzens aus.®’

Beim hamorrhagischen Schlaganfall ist in der Friihphase nach einer arteriellen GefaBruptur v.a. die
akute mechanische Kompression von umliegenden Hirngewebe pathomechanistisch relevant. Bei ca.
1/3 der Patienten tritt bildgebend innerhalb der ersten Stunden ein Blutungsprogress auf. Ein
weiterer Schadigungsmechanismus ist das perifokale Odem, das nach wenigen Stunden um das
Blutungsareal entsteht und innerhalb von 10 — 14 Tagen ein Maximum erreicht. Das perifokale Odem
kann in diesem Zeitraum zu sekundarer klinischer Verschlechterung flihren, bei grofSeren Blutungen
bis hin zur sekundaren Herniation, und kann zu zuséatzlichen strukturellen Gewebeschaden fihren.
Sowohl die Vermeidung des sekundaren Blutungsprogresse wie auch eine Reduktion des perifokalen
Odem:s stellen potentielle therapeutische Angriffspunkte dar. 2

Auf molekularer und zelluldrer Ebene wurden sowohl apoptotische wie auch nekrotische Formen des
Zelluntergangs in hamorrhagisch infarziertem Hirngewebe nachgewiesen. Im Bereich der Blutung
kommt es zur Freisetzung intrazelluldrer Bestandteile, insbesondere von Himoglobin, mit
nachfolgender Freisetzung von Eisen und weiteren zytotoxischen Substanzen, die umliegendes
Hirngewebe sekundar schadigen. Ebenfalls zytotoxisch wirken die im Bereich der Blutung erhohte
Konzentrationen von Gerinnungsfaktoren (u.a. Thrombin) und Komplementfaktoren. Diese
Mechanismen tragen dazu bei, dass die Blut-Hirn-Schranke im betroffenen Gewebe innerhalb
weniger Stunden funktionsgestort und zunehmend permeabel wird. In Analogie zum ischdamischen
Hirninfarkt kommt es zur Einwanderung von immunologisch aktiven Zellen, insbesondere
Neutrophilen, in das Hirngewebe. Inflammatorische Prozesse beginnen innerhalb weniger Stunden
nach Beginn der Blutung und beziehen neben lokal aktivierter Mikroglia eingewanderte Neutrophile
und weitere immunologisch aktive Zellen ein. Auch hier spielen wie beim ischdamischen Infarkt TLR4-
vermittelte Neutrophilen-Translokation eine Rolle. Beobachtet wurden in betroffenem Gewebe
erhdhte Konzentrationen von pro-inflammatorischen Zytokinen (TNF-alpha, IL1-beta) sowie von
Proteasen, z.B. Matrixmetalloproteinasen 9 (MMP 9) und 3 (MMP3). Die Regulation dieser
inflammatorischen Prozesse und ihre Auswirkungen auf die Blutungsresorption einerseits und die
Schadigung zerebralen Gewebes nach Hirnblutungen andererseits sind Gegenstand intensiver
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Untersuchungen. Pluripotent wirkende Substanzen mit anti-inflammotorischen Effekten wurden in
klinischen Studien untersucht, der Nachweis der klinischen Effektivitit steht jedoch aus.>*°

NETs- Neutrophil extracellular traps

NETs entstehen nach Freisetzung von Chromatin und DNA aus dem Zellkern und der Externalisierung
dieser und anderer nuklearer und zytoplasmatischer Bestandteile aus Neutrophilen. Extrazellular
werden nach Freisetzung dieser Bestandteile netzartige Strukturen gebildet (NET Formation).!! Die
extrazelludren Netzwerkstrukturen bestehen aus bis zu 30 verschieden Biomolekilen aus dem
Zellkern, dem Plasma und der Zellmembran. Diese umfassen neben DNA und Chromatin u.a. Histone,
High mobility group box 1 (HMGB1), Nuclear Lamin B, Elastase, Myeloperoxidase (MPQO), Cathepsin
G, Matrix Metalloproteinase 9 (MMP9), Komplementbestandteile und Gewebefaktor (tissue factor,
TF).22

Uber die genaue Regulation der molekularen Mechanismen, die zur nukledren Chromatin-
Dekondensierung, zu Veranderungen an zellularen Membranen und zur nachfolgenden NET-Bildung
beitragen, ist bislang relativ wenig bekannt. Experimentell kann eine spezifische Form des Zelltodes
von Neutrophilen ausgeldst werden, die mit der NET-Formation assoziiert ist. Auf zelluldrer Ebene
kommt es in Neutrophilen zur Bildung von reaktiven Sauerstoff-Spezies, die unter Einbindung von
Myeloperoxidase zur Translokation von Elastase aus dem Zytoplasma in den Zellkern fiihrt, wo
Elastase Giber den Abbau von Histonen an der Chromatin-Dekondensierung beteiligt ist. Daneben
wurden jedoch auch Zelltod-unabhangige Mechanismen der NET-Bildung beobachtet, die unter
Beibehaltung der zelluldren Integritat der Neutrophilen ablaufen.?13

Eine der wesentlichen physiologischen Funktionen von NETSs ist die bakterielle Infektabwehr.!! Diese
Infektabwehr durch NETSs ist ein evolutionar konservierter, protektiver Prozess. NETs sind zudem in
eine Vielzahl weiterer physiologischer und pathophysiologischer Prozesse involviert, u.a. im Rahmen
von Tumorerkrankungen, Autoimmunerkrankungen oder kardiovaskularen Erkrankungen. NETs
kénnen dabei pathologisch wirken, z.B. wenn sie zu einer Giberschiessenden Immunantwort bzw. zur
Triggerung von autoimmunen Prozessen fiihren. Dabei ist aus immunologischer Perspektive die NET-
Formation als Teil des unspezifischen Immunsystems anzusehen, die mit dem adaptiven
Immunsystem interagiert. Ein weiterer, relevanter Prozess mit Beteiligung von NETSs ist
Thrombusbildung; hierbei kénnen NETs zur (iberschiessenden Thrombusbildung beitragen.’**° Erste
experimentelle Hinweise auf eine Beeinflussbarkeit der NET-Bildung und NET-vermittelter
Signaltransduktion, die auch therapeutische Ansatzen darstellen kénnen, ergaben sich u.a. fir
Adenosin-Rezeptor-vermittelte NET-Aktivierung oder NET-vermittelte Check-Point-Regulation.'®%’

NETSs bei neurovaskuldren Erkrankungen

Eine zerebrale Ischdamie triggert verschiedene zellulare und immunologische Prozesse, die u.a. eine
Einwanderung von Leukozyten, insbesondere Neutrophilen, und Thrombozyten in das Infarktareal
bewirken. Die zerebrale Ischamie geht einher mit einer Storung der Blut-Hirn-Schranke, so dass eine
Transmigration von immunologisch aktiven Zellen einschliesslich Neutrophilen in das Hirngewebe
und den Liquorraum in das immun-privilegierte Gewebe erfolgen kann. Eingewanderte Neutrophile
wie auch aktivierte Thrombozyten kénnen reaktiv-entziindliche Prozesse verstarken durch
Freisetzung proinflammatorischer und prothrombotischer Mediatoren (Thromboinflammation).181°

Plattchen adhérieren an geschadigtem Endothel im ischamischen Gewebe v.a. mittels PGP1a tber
Bindung an endothelial exprimierten von Willebrandt-Faktor (vWF). Aktivierte Plattchen fihren u.a.
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durch Expression von P-Selectin und PGP1a zur endothelialen Neutrophilen-Rekrutierung. In der
ischamischen Akutphase werden zudem endothelial verstarkt Rezeptoren exprimiert, die zur
Neutrophilen-Adhé&sionen fiihren (PSGL-1, LFA-1, MAC-1).% Eine Subpopulation, pro-koagulatorische
Plattchen, exprimiert verstarkt Phosphatidylserin (PS) und interagiert spezifisch mit Neutrophilen.
Uber die Interaktion mit Neutrophilen sind sie immunologisch aktiv und tragen zu
thromboinflammotorischen Prozessen und Gewebeschidigung bei.'®21:22

Experimentelle Arbeiten zeigten, dass pro-koagulatorische Plattchen die NET-Bildung induzieren, die
Gerinnung weiter férdern und zu endothelialem Zelluntergang fithren.?® Die NET-Bildung wird durch
Plattchen u.a. via TLR4 induziert.?* Peptidylarginine deaminase 4 (PADA4), essentiell fiir die Bildung
von NETs, ist erhéht nachweisbar in ischdmischem Gewebe.? NETs kénnen wiederum pro-
koagulatorisch wirken durch Bindung (trapping) von Thrombozyten und Neutrophilen.
Prokoagulatorische NET-Marker wie Histone (H3cit*) wurden zudem als Bestandteile von humanen
zerebralen Thromben nachgewiesen.?® Ein héherer NET-Anteil in zerebralen Thromben ist mit einer
ineffektiveren Thrombolyse assoziiert.?”-? Diese Daten weisen somit auf eine mégliche Rolle von
NETs im Rahmen der Thrombusbildung wie auch der zerebralen Gewebeschadigung nach
ischamischem Schlaganfall hin.

Aussagekraftige Daten zur moglichen pathophysiologischen Rolle von NETs bei Patienten mit
hamorrhagischem Schlag sind bisher nicht verfligbar. Aufbauend auf bisherigen Erkenntnissen zu
Pathomechanismen nach intrazerebraler Blutung ist eine Rolle von NETs sowohl in der akuten Phase,
d.h. bei der Himatombegrenzung, wie auch in der subakuten Phase mit perifokaler Odembildung
und o.g. inflammatorischen Prozessen denkbar. Unterstiitzt werden diese Annahmen durch
zahlreiche Befunde zu molekularen und zelluldren Schadigungsmechanismen, die in Analogie zum
ischamischen Hirninfarkt erhoben wurden, wo es wie beschrieben erste Hinweise auf eine
funktionelle Rolle von NETSs gibt.

Studienziele:

Beim ischamischen Schlaganfall gibt es erste Hinweise auf eine Beteiligung von NETs an der
Thrombusbildung und an sekundaren inflammatorischen Prozessen. Bisher fehlen aussagekraftigte
prospektive Daten zur Frage, inwieweit NETs mit bildgebenden oder klinischen Parametern nach
Hirninfarkt korrelieren. Unklar ist, ob es sich bei der NET-assoziierten Prozessen um fiir den
klinischen Verlauf bei Schlaganfall-Patienten pathomechanistisch relevante und ggf. therapeutisch
angehbare Prozesse handelt.

Beim hamorrhagischen Schlaganfall existieren bislang wie beschrieben sehr wenige Daten zur
potentiellen Rolle von NETs, insbesondere prospektive erhobenen klinische Daten sind bisher nicht
verfligbar.

Hauptziel der explorativen NET-STROKE-Studie ist es, die Rolle von NETs im klinischen Kontext bei
Patienten mit ischamischem und hamorrhagischem Schlaganfall zu untersuchen und zu prifen, ob
eine Korrelation mit der bildgebenden Ausdehnung des Infarktes / der Blutung und dem klinisch-
funktionellen Behandlungsergebnis besteht.

Im Einzelnen sollen folgende Fragen untersucht werden:

1. Sind NET-Marker im Plasma/Serum von Patienten mit ischamischem Schlaganfall
nachweisbar?
2. Sind NET-Marker im Plasma/Serum von Patienten mit intrazerebraler Blutung nachweisbar?
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Besteht eine Assoziation der NET-Marker mit der klinischen Auspragung des Schlaganfalls
(NIHSS Tag 1, NIHSS Tag 2/3, NIHSS Tag 6) bzw. dem Behandlungsergebnis nach 3 Monaten?
Besteht eine Assoziation der NET-Marker mit der bildgebenden Auspragung des Schlaganfalls
(A) Infarktvolumen beim ischamischen Schlaganfall an Tag 2/3; B) Blutvolumen und
perifokales Odem an Tag 2/3; Blutvolumen und perifokales Odem bis Tag 6)?

Korrelieren NET-Marker bei Patienten endovaskuldrer Therapie mit Prozessparametern (u.a.
Zeit vom Symptombeginn bis zur Rekanalisation)?

Gibt es unterschiedliche Profile der NET-Marker zwischen Patienten mit ischamischem und
hamorrhagischem Schlaganfall?

Sind intrathekale NET-Marker bei Patienten mit intraventrikularem Blutanteil nachweisbar
und korrelieren diese mit dem intraventrikuldren Blutanteil?

Studiendesign:

Die NET-STROKE-Studie ist eine explorative, monozentrische, prospektive Beobachtungsstudie mit
Bioprobenerfassung, die am Universitatsklinikum Augsburg (UKA) durchgefiihrt wird.

Auf Grund des explorativen Studienansatzes erfolgt nach der Rekrutierung von je 25
Studienteilnehmern mit ischamischem und hamorrhagischem Schlaganfall eine Zwischenanalyse. Bei
Nachweis von NET-Markern in Serum/Plasma erfolgt die Rekrutierung von Studienteilnehmern bis zu
einer maximalen Gesamtanzahl von 200 Patienten.

Selektionskriterien:

In die NET-STROKE-Studie werden Patienten eingeschlossen, die die folgenden Kriterien erfillen:

Einschlusskriterien:

1.
2.

Alter >=18 Jahre

Klinische Zeichen eines ischdmischen oder hamorrhagischen (atraumatischen) Schlaganfalls
mit bildgebendem Nachweis (zerebrale CT oder MRT)

Zeitdauer vom Symptombeginn bis zur Aufnahme am UKA <24 h

NIHSS-Score bei Aufnahme >=1

Schriftliche Einwilligung der Patientin / des Patienten oder des gesetzlichen Vertreters zur
Studienteilnahme. Bei primar nicht einwilligungsfahigen Patienten muss die Einwilligung des
gesetzlichen Vertreters wahrend des stationdaren Aufenthaltes eingeholt werden
(Studieneinschluss unter Vorbehalt).

Ausschlusskriterien:

1.

Akuterkrankung innerhalb der letzten 4 Wochen: Intrakranielle Blutung, Schlaganfall,
Myokardinfarkt, arterieller Verschluss peripherer Arterien, venése Thrombosen.
Aktive maligne Erkrankung

Aktive immunvermittelte Erkrankung und / oder immunsuppressive Therapie
Einleitung einer palliativen Therapie erfolgt oder geplant

Studienpopulation:
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Eingeschlossen werden Patientinnen und Patienten, die auf Grund eines ischamischen oder
hamorrhagischen Schlaganfalls am Universitatsklinikum Augsburg behandelt werden und die o.g.
Selektionskriterien erfillen. Geplant ist der Einschluss von maximal 200 Schlaganfall-Patienten Gber
einen Zeitraum von maximal 2 Jahren. Schwerpunkt ist der Einschluss von Patienten mit

- ischdamischem Schlaganfall und endovaskularer Therapie (mind. 50 Studienteilnehmer;
Subpopulation NET-EVT)
- hédmorrhagischem Schlaganfall (mind. 50 Studienteilnehmer; Subpopulation NET-ICH)

Studienablauf und Studien-bedingte MaBnahmen:

Die studienbedingten MaRnahmen der NET-STROKE-Studie sind in der tabellarischen Ubersicht
dargestellt.

Visite 1 Visite 2 Visite 3 Visite 4
0-18 h (nach UKA- 18h-72h Tagb Tag 90
Aufnahme; Aufnahmetag = (+/-1 Tage) (+/-14 Tage)
Tag 1)

Prifung Ein-/ X

Auschlusskritieren

Einholung der X X1 X1

Einwilligung?)

Erhebung Basis-/ X X X

Behandlungsdaten

Bildgebung (SoC)? X (Erstbildgebung UKA) x3) x3)

NIHSS X (Aufnahme) X X

mRS X (Aufnahme) X X4

Blutentnahme X X X

- Blutbild, Diff.-BB

- Plasma/Serum (NET)

Liquorentnahme EVD® X X

1) Bei nicht einwilligungsfahigen Patienten muss die Einwilligung des gesetzlichen Vertreters wahrend des
stationdren Aufenthaltes eingeholt werden (Studieneinschluss unter Vorbehalt).

2) Erhebung der Daten der zerebralen Bildgebungen (u.a. zerebrale CT, zerebrale MRT, zerebrale Angiografie / ggf.
interventionelle Therapie, durchgefiihrt gemaR klinischer Indikationsstellung basierend auf lokaler SOP
(Standardbehandlung / Standard of Care [SoC]), d.h. keine Studien-bedingte Bildgebung

3) CCT oder cMRT; bei mehreren durchgefiihrten Bildgebungen: letzte Bildgebung im Visitenzeitfenster

4)  Strukturierte Erhebung der modifizierten Rankin-Skala (mRS) mittels Telefoninterview

5) Patienten mit intrazerebraler Blutung mit ventrikuldrem Blut und vorhandener extraventrikuldrer Drainage (EVD)

Schlaganfall-Patienten, die am Universitatsklinikum Augsburg auf Grund einer akuten Schlaganfall-
Symptomatik aufgenommen werden und die o0.g. Selektionskriterien erfiillen, werden nach Einholung
der Einwilligung zur Studienteilnahme durch arztliche Mitglieder des Studienteams in die Studie
eingeschlossen.

Bei geeigneten Patienten, die in der Akutphase nicht-einwilligungsfahig sind, kann der
Studieneinschluss unter Vorbehalt erfolgen; flr diese nicht-einwilligungsfahigen Patienten ist die
Einwilligung innerhalb des stationaren Aufenthaltes einzuholen, d.h. wenn der Patient die
Einwilligungsfahigkeit erlangt hat oder ein gesetzlicher Vertreter etabliert wurde; kann die
Einwilligung nicht eingeholt werden, missen die erhobenen Studien-bezogenen Daten geldscht und
die entnommenen Bioproben verworfen werden; eine Ausnahme sind unter Vorbehalt
eingeschlossene, nicht-einwilligungsfahige Patienten, die vor Einholung der Einwilligung wahrend der
stationaren Behandlung versterben.

Es erfolgen insgesamt vier Studienvisiten (V1 — V4). Die Visiten V1 (0 - 18 h nach Aufnahme am UKA),
V2 (>18 - 48 h) und V3 (Tag 6 +/- 1 Tag) werden im Rahmen des stationdren Aufenthaltes
durchgefiihrt. Die Visite V4 (Tag 90, +/- 14 Tage) erfolgt als telefonische Visite mit dem Patienten
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oder, falls nicht moglich, mit einer betreuenden Person. Die Studiendauer fiir die Patienten betragt
insgesamt 90 Tage. Zu den Visiten-Zeitpunkten werden Patientencharakteristika, klinische Befunde
und Behandlungsdaten einschl. Daten der Bildgebung erhoben wie im
Patientendokumentationsbogen aufgefiihrt.

Bei den Studienteilnehmern werden Plasma-Blutproben (je 10ml) entnommen zu 3 verschiedenen
Zeitpunkten (Visite 1: 0-18 h, Visite 2: >18-72 h, Visite 3: Tag 6 -/-1 Tag). Im Rahmen der Visite 1 soll
die Blut-Entnahme so friih wie moglich nach stationdrer Aufnahme erfolgen. Im Rahmen der Visite 2
soll die Entnahme moglichst innerhalb von 18-36 Stunden erfolgen und damit zeitnah zur zerebralen
Kontrollbildgebung; die Blut-Entnahme ist jedoch bis zu 72 Stunden nach Aufnahme am UKA moglich.

Bei Studienteilnehmern mit intrazerebraler Blutung und intraventrikularem Blutanteil, bei denen die
Anlage einer extraventrikularen Drainage erfolgte, werden zusatzlich Liquorproben entnommen zur
Bestimmung von NET-Biomarkern im Liquor. Die Abnahme von Liquorproben (je 3ml) erfolgt zu den
Visitenzeitpunkten V2 (18-72h) und V3 (Tag 6 +/- 1 Tag). Der Liquor wird unter sterilen Bedingungen
aus dem Liquordrainage-System entnommen.

Bioproben-Logistik und -Analyse:

Die Bioproben (je 15ml Blut [Serum, Plasma, EDTA] an 3 Entnahmezeitpunkten, ggf. je 3 ml EVD-
Liquor an 2 Entnahmezeitpunkten) werden wie folgt bearbeitet:

A) Bestimmung des Differentialblutbildes (5ml EDTA)
- Direkt nach Entnahme erfolgt die Bestimmung des Differentialblutbildes im Institut flr
Labormedizin und Mikrobiologie des UKA.

B) Wissenschaftliche Analysen zur Bestimmung von NET-Biomarkern (5ml Plasma/5ml Serum,
gef. 3ml EVD-Liquor)

- Die Proben fir die wissenschaftlichen Analysen werden direkt nach Abnahme (<2h) in der
Zentralen Biobank des UKA zentrifugiert und bei -80°C gelagert. Die Proben werden
gesammelt per Trockeneis versandt an das Forschungslabor von Frau Prof. Martinod
(Universitat Leuven, Belgien).

- Die wissenschaftlichen Analysen umfassen die Bestimmung von NET-Biomarkern einschl.
zellfreier DNA, Nucleosomen, Histonen einschl. citrullinierter Histone, DNA-Myeloperoxidase
(MPO)-Komplexen, DNA-Neutrophilen-Elastase (NE)-Komplexen und Peptidylarginine
Deiminase 4 (PADA4).

Statistische Auswertung:

Die Auswertung umfasst deskriptive Analysen der Patientenpopulation, bildgebender Parameter und
der untersuchten Biomarker. Flr Gruppenvergleiche werden Daten dargestellt als Mittelwert mit
Standardabweichung und als Median mit Interquartil-Bereich. Fiir vergleichende Analysen werden
der Student T-Test (Zwistichproben- bzw. Differenzen-T-Test fiir gepaarte Daten, je nach
Datenstruktur) oder der Mann Whitney U-Test eingesetzt unter Beriicksichtigung der
Datenverteilung. Zum Vergleich von Haufigkeiten erfolgte die Berechnung mittels Pearson’s Chi-
Quadrat-Test and Fisher’s exact-Test (zweiseitig). Fiir den Vergleich von sequentiell erhobenen Daten
(z.B. Biomarker) wird das ANOVA-Verfahren eingesetzt, fiir Korrelationsanalysen wird der Spearman
Rank-Test eingesetzt. Als Signifikanz-Niveau wird alpha = 0,05 definiert.
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Registrierung der Studie:

Die Studie wird vor Beginn der Rekrutierung von Studienteilnehmern im Deutschen Register fiir
Klinische Studien (DRKS) registriert.

Publikation der Studienergebnisse:

Die Studienergebnisse sollen zur Publikation in einer wissenschaftlichen Fachzeitschrift mit Peer
review-Verfahren eingereicht werden.
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