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1 Einleitung

Da die genaue Definition des Schlaganfalls mit radiologischen und pathologischen Kriterien
schwierig ist, wurde von der American Heart Association und American Stroke Association
2013 eine Ulberarbeitete Definition veroffentlicht. Diese beschreibt den Schlaganfall als
klinisches Ereignis, das durch neurologische Symptome in Erscheinung tritt, die mit hoher
Wahrscheinlichkeit auf einen unterbrochenen Blutfluss hirnversorgender Gefiale und die
damit verbundenen Zelluntergange zurlick zu fiihren sind und Gber mindestens 24 Stunden
persistieren. Man unterscheidet den ischamischen Schlaganfall, bei dem
mikroangiopathisch, hamodynamisch oder durch einen thrombotischen oder embolischen
GefaRverschluss eine Minderperfusion erfolgt, vom hdamorrhagischen, welcher durch die
Ruptur eines gehirnversorgenden GefiRes gekennzeichnet ist.! Allein in Deutschland wurden
im Jahr 2008 262 000 Schlaganfille registriert, von denen 196 000 auf Erstereignisse
zuriickzufiihren waren. Mit 8 Prozent aller in Deutschland aufgetretenen Todesfélle liegt der
Schlaganfall auf Platz drei der haufigsten Todesursachen hinter den Herz-Kreislauf- und
Krebserkrankungen. Gleichzeitig stellt er den haufigsten Grund fiir eine erworbene
Behinderung im Erwachsenenalter dar und fihrt bei einem hohen Anteil der Falle zur
Entwicklung schwerer Depressionen.? 3

Prognostisch relevant ist neben der Schwere der neurologischen Symptome und der GréRe
des Infarkts vor allem das Auftreten von Sekundarinfektionen. Die Infektionsrate nach
Schlaganfall liegt bei 24 — 36 Prozent, wobei Pneumonien und Harnwegsinfekte die
haufigsten Komplikationen darstellen.*> Diese Infektionen erhéhen unabhingig von anderen
Risikofaktoren wie beispielsweise dem Alter des Patienten das individuelle Outcome und die
Mortalitdt.5~20 Dabei ist bereits Fieber, das sich infolge des Infarkts entwickelt, mit schweren
bleibenden Defiziten assoziiert.!

Eine solche Infektionsneigung ist neben den Faktoren der neurologischen Defizite und
Immobilisation vor allem auf eine gestorte zellvermittelte Immunantwort in Folge einer
globalen Immunsuppression in der Milz, dem Thymus, den Lymphknoten und der
Blutzirkulation nach Schlaganfall zuriick zu fiihren.'? 13 Sie dient dabei vermutlich in erster
Linie der Abschirmung des geschadigten Hirngewebes vor méglichen Autoimmunprozessen,
welche sowohl zu destruktiven als auch zu reparativen Verianderungen fuhren konnen.'#% 1°

Die aufgrund der unterbrochenen Blut-Hirn-Schranke auftretende Entziindungsreaktion hat



dabei sowohl positive als auch negative Effekte, wobei die Balance zwischen pro- und
antiinflammatorischen Zytokinen von hoher prognostischer Relevanz ist.'® 7 Kritisch fir den
Patienten ist, dass die durch einwandernde Leukozyten produzierten Zytokine zusatzlich
Astrozyten und Mikroglia aktivieren und diese wiederum zu einem proinflammatorischen
Milieu beitragen.’®!® Diese lokale Entziindungsreaktion fuhrt zur sekundaren
InfarktvergroBerung. Zusammen mit der folgenden Immunsuppression, einer erhohten
Infektanfalligkeit ~ mit  Sekundarinfektionen  und  der daraus resultierenden
proinflammatorischen Immunlage schlieRt sich eine Art Teufelskreis.?® Wenngleich das
adaptive Immunsystem stark an den zentralen und peripheren Prozessen nach Schlaganfall
beteiligt ist, so findet sich dennoch keine eindeutige Hirngewebezerstérung im Sinne einer
Autoimmunreaktion.?!

Als friihe Folge des Schlaganfalls zeigte sich auf Seiten des adaptiven Immunsystems eine
Lymphozytopenie, wobei mehr aktivierte T-Lymphozyten und regulatorische T-Zellen in der
Blutzirkulation nachgewiesen wurden.?? Gleichzeitig fanden sich bei isolierten T-
Lymphozyten in funktionellen Studien in vitro keine nachweisbaren Funktionsdefizite.?3-2
Fiir eine abgeschwachte Immunantwort nach Schlaganfall spricht auch die Beobachtung
einer abgeschwachten Effizienz kostimulatorischer Zellen im Blut, sowie eine verdanderte
Funktion leberspezifischer natirlicher Killerzellen im Schlaganfallmodell.?%?7 Als einer der fur
die vielfaltigen Organveranderungen genutzten Signalwege stellt sich die HPA-Achse und das
noradrenerge System dar, da deren Blockade zur verminderten Immunsuppression und
wiederum verstarkten Autoreaktivitidt gegen ZNS-Antigene fiihrt.28- 30

Um die erhohte Anfalligkeit fiir bakterielle Infektionen nach einem Schlaganfall zu erklaren,
ist die genaue Untersuchung des angeborenen Immunsystems sowie dessen mogliche
Veranderungen unabdingbar.3! Wahrend dort im peripheren Blut eine Granulozytose zu
beobachten ist, bleibt die Zahl der Monozyten unverandert. Diese exprimieren jedoch in
Folge des Schlaganfalls weniger humanes Leukozytenantigen der Klasse DR (HLA-DR), ein
Oberflachenrezeptor, der zur Antigenprasentation dient, und zeigen eine reduzierte
Produktion des Tumornekrosefaktor-a (TNF- a), welcher eine wichtige Funktion als
proinflammatorisches Zytokin besitzt.2> 263233

Diese Erkenntnisse zur beeintrachtigten adaptiven Immunlage verknipft mit den moglichen

Verdanderungen in der Kommunikation beider Anteile des Immunsystems erdffnen dabei die



Frage nach der Rolle und moglichen Veranderungen des angeborenen Immunsystems und
dessen frihen Abwehrmechanismen in Folge eines Schlaganfalls.

Eine wesentliche Fahigkeit von Granulozyten und Monozyten besteht darin, auf
chemotaktische Signale, die unter anderem im Bereich von Infektionsherden freigesetzt
werden, zu reagieren und aus dem zirkulierenden Blutfluss Uber die GefaBwand zu
migrieren. Dort angekommen koénnen sie lber so genannte Toll-Like-Rezeptoren (TLR)
Oberflachenstrukturen von Pathogenen erkennen und diese im Prozess der Phagozytose
durch Vesikelbildung endozytieren. Mittels enzymatisch gebildeter reaktiver Stickstoff- und
Sauerstoffspezies werden die internalisierten Pathogene schlieRlich abgetotet und zersetzt.
Es konnte bereits gezeigt werden, dass die verdnderte Genexpression von TLR-2 und -4 nach
Schlaganfall mit dem Outcome korreliert.3*

Im Rahmen der so genannten NETose besitzen neutrophile Granulozyten zusatzlich die
Fahigkeit kondensiertes Chromatin, verknlipft mit Enzymen wie der Myeloperoxidase und
der neutrophilen Elastase, in den Extrazellularraum abzugeben. Die dabei entstehenden
Strukturen werden als neutrophil extracellular traps (NET) bezeichnet und dienen der
Anhaftung, Opsonierung und Abtétung von Pathogenen unmittelbar vor Ort.>®

In vorausgegangenen Studien wurde gezeigt, dass die Phagozytosefahigkeiten bei Patienten
mit systemischer Infektion oder traumatisch bedingten Gehirnverletzungen gestort sind.36 37
Bei Menschen Uiber 65 Jahren ist die Phagozytose allgemein vermindert.?®

Um das Verstandnis der Schlaganfall induzierten Immunbeeintrachtigung und geschwachten
Infektabwehr zu verbessern, wurden die drei beschriebenen Mechanismen der friihen
Immunabwehr — Migration, Phagozytose und NETose — hinsichtlich maoglicher

Veranderungen nach ischamischem Schlaganfall untersucht.

Die angehdngte Publikation basiert auf Ergebnissen, die gemeinsam mit anderen
Wissenschaftlern gefunden wurden. In der vorliegenden Dissertation beziehe ich mich auf
die von mir erhobene Subkohorte der dort aufgefiihrten Patienten- und Kontrollpopulation.

Dabei gehe ich ebenfalls auf nicht veroffentlichte, ergénzende Ergebnisse ein.



2 Material und Methoden

2.1 Patientenkohorte und Kontrollen

Um in die Studie eingeschlossen zu werden, mussten die Patienten mindestens 18 Jahre alt
sein, einen akuten Infarkt im Versorgungsgebiet der A. cerebri media erlitten haben und in
der ersten klinischen Beurteilung einen National Institute of Health Stroke Scale (NIHSS) von
>6 aufweisen. Um eine bereits bestehende Infektion auszuschlieRen, durften zur Aufnahme
des Weiteren die Blutspiegel des C-reaktiven Proteins nicht Gber 50 mg/L und des
Procalcitonins nicht Gber 0.5 ng/L liegen, sowie keine direkten klinischen Anzeichen einer
Infektion, wie beispielsweise Fieber, erkennbar sein.

Die Rekrutierung der Patienten fand im Zeitraum zwischen April 2012 und Marz 2013 in der
Klinik fiir Neurologie der Universitatsmedizin Greifswald statt. Die Patienten wurden in der
klinikinternen Stroke Unit leitliniengerecht behandelt und erhielten keine immunsuppressiv
wirksamen Medikamente. Bei vorliegender klinischer Indikation wurden eine Lysetherapie
mit rekombinantem Gewebsplasminogenaktivator (rtPA) oder eine Thrombektomie
durchgefihrt.

Als altersangepasste Kontrollen dienten entweder gesunde Probanden oder Patienten der
Augenklinik der Universitatsmedizin Greifswald, die flir eine Kataraktoperation
aufgenommen waren und keine neurologischen oder malignen Vorerkrankungen besalRen. In
der Tabelle ist die untersuchte Subkohorte hinsichtlich  Kontroll- und

Patientencharakteristika dargestellt®.

Anzahl Alter* NIHSS* mannlich weiblich
Kontrollen 22 73.41 n.z. 12 10
(50-87)
Patienten 33 73.18 12.69 21 12
(29-90) (6-20)

Tabelle: Charakteristika der Subkohorte. *mittleres Alter in Jahren (Minimum-Maximum).
*Median der Werte (Minimum-Maximum). n.z. — nicht zutreffend.

2 Die in der Tabelle sowie den Abbildungen 1 und 2 aufgefiihrten Patienten- und Kontrollkohorten entsprechen
jeweils Subkohorten der in der angehangten Publikation aufgefiihrten Gruppen.
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2.2 Blutprobenentnahme

Es erfolgte unmittelbar nach Aufnahme, noch vor einer moglichen Thrombektomie oder
Lysetherapie, eine Blutentnahme sowie im weiteren Untersuchungszeitraum an den
Folgetagen 1, 3, 5 und 7 zwischen 6 Uhr und 8 Uhr morgens. Den Kontrollpersonen wurde
zwischen 7 Uhr und 11 Uhr Blut abgenommen, im Fall von Patienten der Augenklinik stets
vor dem geplanten operativen Eingriff.

Es fand keine Verblindung des Untersuchers hinsichtlich Schlaganfallpatienten und

Kontrollen statt.

2.3 Migrationsuntersuchung ex vivo

Die Migrationsfahigkeit der Granulozyten und Monozyten wurde mit Hilfe des MIGRATEST
Kit® (Glycotope Biotechnology GmbH, Heidelberg) nach den Herstellerrichtlinien
durchgefiihrt. Dabei wurde leukozytenreiches Plasma aus heparinisiertem Vollblut durch
Sedimentation in einem Separationsmedium gewonnen. In einem Zweikammersystem
diente eine Membran mit einer PorengréRe von 3.0 um als Migrationsbarriere, die die Zellen
nur durch aktive Veranderung ihrer Form passieren konnten. In der unteren Kammer
herrschte entweder Kontrollbedingung durch Zugabe von 350 plL Inkubationspuffer oder
Stimulationsbedingung durch die zusatzliche Zugabe des chemotaktischen Peptids N-formyl-
Met-Leu-Phe (fMLP) mit einer Endkonzentration von 5x10% M. In die Kammer oberhalb der
Trennmembran wurden 100 pL des leukozytenreichen Plasmas gegeben. Dieser Ansatz
wurde daraufhin bei 37 °C und 5 % CO,-Sattigung flir 30 Minuten inkubiert, um so eine
Migration in die untere Kammer zu ermoéglichen. Nach der Inkubation wurde die obere
Kammer mit der Membran entfernt und ein Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-markierter
Antikorper gegen L-Selektin, Propidiumiodid (Pl) zur Lebendfdarbung und Zahlbeads der
verbleibenden unteren Kammer hinzugefligt.

Die Probenmessung erfolgte durch eine fluorescence-activated cell sorting (FACS)-Analyse
und wurde mit Hilfe eines BD LSR Il (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) durchgefiihrt.

Zur Standardisierung wurde die Eventzdhlung nach jeweils 5000 Beads gestoppt, wobei PI

zum Ausschluss toter Zellen diente. Da die Expression von L-Selektin indirekt mit der



Aktivierung der Zellen korreliert®®, wurde sie als Variable fir den Aktivierungszustand der

Zellpopulationen bestimmt.

Die Aktivierung durch fMLP (Ame) wurde als Differenz zwischen dem stimulierten und

unstimulierten Ansatz wie folgt berechnet:

AfMLP = Selektin™-Zellen stimulierter Ansatz [%] — Selektin™-Zellen unstimulierter Ansatz [%]

Die Migrationsaktivitat berechnete sich wie folgt:

Zellzahl

Mi ti ktivitit = ————
lgrationsaktivitia Beadzahl

2.4 Phagozytose

2.4.1 Phagozytoseuntersuchung ex vivo

Zur Bestimmung der Phagozytose von Granulozyten und Monozyten wurden diese mit FITC-
markierten und opsonierten Escherichia coli (E.coli) inkubiert. Um im Folgenden nur ein
Fluoreszenzsignal der phagozytierten Bakterien zu messen, wurde das FITC-Signal mit Hilfe
einer nicht membrangangigen Quench-Losung zerstort.

Zur Durchfihrung wurde das PHAGOTEST Kit® (Biotechnology GmbH, Heidelberg)
entsprechend der vom Hersteller angegeben Instruktionen verwendet. Dazu diente
heparinisiertes Vollblut, das mit FITC-markierten E.coli fir 10 Minuten bei 37 °C inkubiert
wurde, als aktivierte Probe. Eine Kontrollprobe wurde wahrend der Inkubationszeit auf Eis
gelagert, um ein mogliches Hintergrundsignal bestimmen zu kénnen. Nach der Inkubation
wurden alle Proben auf Eis gelegt und das FITC-Signal nicht phagozytierter E.coli mit Hilfe der
Quench-Losung zerstort. Nach der Lyse der Erythrozyten und anschlieBenden
Waschschritten wurde 4‘,6-Diamidino-2-Phenylindol (DAPI) zur Farbung und zum Ausschluss
von Zelldebris und toten Zellen hinzugegeben. Ein mit Allophycocyanin (APC) markierter
Anti-CD14-Antikorper (hCD14 antigen presenting cell; clone M5E2; BD Biosciences) wurde
zur spateren Unterscheidung von Monozyten und neutrophilen Granulozyten verwendet.

Die Phagozyten wurden mittels FACS an einem BD LSR Il hinsichtlich des FITC-Signals
internalisierter E.coli untersucht, dabei wurden 10° Zellen aufgenommen.
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Fiir die Phagozytoserate neutrophiler Granulozyten wurde zundchst der Anteil

phagozytierender CD14-Zellen (ApZcpisa-)eines jeden Ansatzes wie folgt berechnet:

ApZcpia- =  FITC'-Granulozyten x 100 %
alle Granulozyten

Danach ergab sich die Phagozytoserate als Differenz aus aktivierter und Kontrollprobe nach

folgender Berechnung:

Phagozytoserate = ApZcpi4- aktiviert — APZcpi4- Kontrolle

Die Phagozytoserate der Monozyten wurde gleichermaRen in der Population der CD14*-
Zellen bestimmt.

Die Effizienz der Phagozytose wurde Uber die Menge phagozytierter E.coli je Phagozyt
ermittelt, welche sich Uber die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) FITC*-Zellen darstellen

lieR.

2.4.2 Fluoreszenzmikroskopisch gestiitzte Durchflusszytometrie

Um im Phagozytoseversuch ex vivo eine stattgefundene Internalisierung der
fluoreszenzmarkierten E.coli zu bestdtigen und von einer Adhdsion der Bakterien an die
Zellmembran  abzugrenzen, wurde der Versuch einmalig mit Hilfe eines
fluoreszenzmikroskopisch gestiitzten Durchflusszytometers vom Typ ImageStream* (Amnis,
Seattle, WA, USA) ausgewertet. Dazu wurden Aufnahmen von Zellen im Durch- und
Fluoreszenzlicht fiir das FITC- (E.coli) und APC-Signal (CD14) angefertigt. Durch Uberlagerung
dieser Bilder kdnnen Oberflachenstrukturen, wie das CD14-Molekiil, die Zellgrenzen sowie
ein mogliches intrazelluldres Fluoreszenzsignal phagozytierter Bakterien in der Aufnahme

optisch voneinander abgegrenzt werden.

2.4.3 Phagozytoseuntersuchung in vitro

Um mogliche Einflisse von Stresshormonen oder Neurotransmittern auf das
Phagozytensystem zu untersuchen, wurde heparinisiertes Vollblut bei 37 °C und 5 % CO»-
Sattigung Uber 24 Stunden unter Zusatz von Noradrenalin oder Adrenalin (beide Sigma,
Deisenhofen, 1x107 M Endkonzentration) oder Dexamethason (MerckPharmaGmbH,
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Darmstadt, 2.5x10® M Endkonzentration) oder Acetylcholin (Sigma, Deisenhofen, 5.5x10° M
Endkonzentration) inkubiert. Proben ohne Hormone und Acetylcholin dienten als Kontrolle.
Nach der Inkubation wurde mit den Proben wie in der Phagozytoseuntersuchung ex vivo (s.

2.4.1) verfahren.

2.5NETose

Neutrophile Granulozyten wurden Uber einen Histopaque/Percoll-Gradienten mittels
Zentrifugation aus heparinisiertem Vollblut gewonnen und in Hanks’ Ballanced Salt Solution
in einer Verdiinnung von 5x10* Zellen/mL resuspendiert. Diese Zellsuspension wurde auf
eine 24well-Platte verteilt mit je 1 mL/well und bei 37 °C und 5 % CO,-Sattigung tUber 30
Minuten inkubiert, damit sich die Zellen am Boden absetzen konnten. Daraufhin wurden die
Neutrophilen entweder mit fMLP (0.9 nM) oder Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) (1.5
nM) stimuliert oder verblieben ohne Stimulanz. Nach einer erneuten Inkubation bei 37 °C
und 5 % CO,-Sattigung Uber 2 Stunden wurde SYTOX Green Nucleic Acid Stain (Invitrogen,
Eugene) zur Farbung von DNA-Strukturen hinzugefigt.

Bei der anschlielfenden fluoreszenzmikroskopischen Auswertung an einem LEICA DBMI-
4000b wurden je Well 10 reprasentative Bereiche fiir die Aufnahme je eines Bildes im
Fluoreszenz- und Durchlicht ausgewahlt. In diesen Aufnahmen wurde die Anzahl normaler
und NETose unterlaufender Zellen bestimmt und die fluoreszierende Flache eines jeden
NETs mit Hilfe der Fiji-Software (Version 1.46) gemessen, um den Prozentsatz der
stattgefundenen NETose sowie die durchschnittliche NET-Grof3e zu klassifizieren. Ein NET ist

dabei iber eine Mindestflache von 300 um? definiert. 4°

2.6 Statistische Analyse

Alle Daten wurden mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test hinsichtlich Normalverteilung
Uberprift. Vergleiche innerhalb verschiedener normalverteilter Datenreihen wurden mit
Hilfe eines zweiseitigen unpaarigen t-Tests oder einer einfaktoriellen Varianzanalyse
(ANOVA) durchgefihrt. Im Falle nicht normalverteilter Datensidtze wurden folgende

nichtparametrische Tests verwendet: der Kruskal-Wallis-Test, der Dunns Test flir multiple

12



Vergleiche als Post-Test oder der Mann-Whitney-Test. Post-Tests kamen nur dann zum
Einsatz, wenn die vorausgegangene Analyse signifikante Unterschiede zwischen den
Datengruppen ergab. Allgemein wurde eine P-Wert <0.05 als signifikant gewertet. Fir alle
Analysen wurde GraphPad-PRISM 5.0 (GraphPad Software Inc, San Diego, CA, USA)

eingesetzt.
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3 Ergebnisse

3.1 Veranderungen des peripheren Blutes nach Schlaganfall

Bei der hier beschriebenen Subkohorte von Schlaganfallpatienten wurde bei der
Untersuchung des abgenommenen Blutes eine Leukozytose festgestellt. Diese war lber den
gesamten Untersuchungszeitraum im Vergleich zu den gesunden Kontrollen nachweisbar (P
= 0.0001) mit der maximalen Auspragung am Tag nach Aufnahme von median 10.1 Gpt/L im
Vergleich zu den Kontrollen mit median 6.1 Gpt/L Leukozyten (s. Abb. 1).

Dominiert wurde die hohe Leukozytenkonzentration vom hohen Anteil an neutrophilen
Granulozyten im Blut. Dieser war an den Tagen 1-5 signifikant gegenliber den gesunden
Probanden mit einem Median von 59.2 % erhéht (P = 0.0003), mit einem Maximum ebenfalls
am Tag 1 (Median 77.0 %) (s. Abb. 2A). Einhergehend mit der Granulozytose war der Anteil
der Lymphozyten im gesamten Untersuchungszeitraum vermindert. Ein Zusammenhang, der
ebenfalls an den Tagen 1, 3 und 5 mit P = 0.0001 signifikant wurde (Tag 1, median 12.6 %;
Kontrollen median 29.8 %) (s. Abb. 2B). Im Anteil der Monozyten unterschieden sich
Gesunde und Kranke im gesamten Untersuchungszeitraum nicht (Daten werden nicht

gezeigt.).

Leukozyten
15' *
—_—kk
=
3 101
O
£
S T
o 51
N
0—

K do di  d3 d5 d7

Abb. 1: Leukozytose nach Schlaganfall. Im Vergleich zu Kontrollen (K, weiler Balken) zeigen die
Patientenproben (graue Balken) an allen Untersuchungstagen (dO0 — d7) eine vermehrte
Leukozytenzahl. ng, do, g1, g3, a5, a7 = 20, 33, 32, 30, 30, 16. Kruskal-Wallis-Test, Dunns Test fiir multiple
Vergleiche. ¥*P<0.05 **P<0.01 ***P<0.001. Mediane und Interquartilabstdnde werden gezeigt.
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Abb.2: Anteilsveranderungen der Leukozyten bei Schlaganfallpatienten (graue Balken) im Vergleich
zu gesunden Kontrollen (K, weille Balken). Wahrend der Anteil neutrophiler Granulozyten (A) vor
allem an den Tagen 1-5 (d1-d5) signifikant erhoht ist, zeigt sich im gleichen Zeitraum eine signifikante
Lymphozytopenie (B). A-B ng, qo, 41, d3, a5, a7 = 20, 16, 14, 9, 15, 4. Kruskal-Wallis-Test, Dunns Test fiir
multiple Vergleiche. *P<0.05 **P<0.01 ***P<0.001. Mediane und Interquartilabstdnde werden
gezeigt.

3.2 Migration

Fiir eine effektive Immunabwehr missen Granulozyten und Monozyten entlang eines
Zytokingradienten aus der Blutzirkulation in das infizierte Gewebe migrieren kénnen.

Zur Untersuchung dieser Migrationsfahigkeit wurden die Zahl der Granulozyten und
Monozyten, die innerhalb eines Wells entlang eines fMLP-Gradienten (iber eine Membran
wanderten, sowie die Herunterregulation ihres L-Selektins an der Zelloberflache als MalR fir
ihre Aktivierung mittels eines Durchflusszytometers bestimmt.

Im Falle der Granulozyten ergab die Aktivierung durch fMLP bei den Kontrollen mit median
93.0 % Selektin™-Zellen keinen signifikanten Unterschied gegeniiber dem Aktivierungsniveau
der Patienten mit median 90.8 % (P = 0.4875). Die Monozyten zeigten eine geringere
Aktivierung als die Granulozyten. Der mediane Anteil der Monozyten ohne L-Selektin-Signal
lag in den Kontrollproben bei 70.6 %, wahrend dieser in den Patientenproben 75.1 % betrug
(s. Abb. 3). Dieser Unterschied lag auf einem nicht signifikantem Niveau (P = 0.8445). Die
Ergebnisse  zeigen demnach, dass sowohl die Granulozyten- als auch
Monozytenpopulationen von Schlaganfallpatienten am ersten Tag nach Aufnahme einen
ahnlichen Grad der Aktivierbarkeit durch eine fMLP-Stimulation besitzen wie die Zellen

gesunder Probanden.
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Abb. 3: Der Prozentsatz L-Selektin negativer Zellen als Differenz zwischen stimulierter und unstimulierter
Bedingung. Sowohl die Granulozyten (A) und Monozyten (B) der Kontrollen (weile Balken) zeigten
gegeniber den Zellen von Schlaganfallpatienten (graue Balken) keine signifikanten Unterschiede und
lieBen sich demnach in vergleichbarem MaRe durch fMLP aktivieren. Patientenproben wurden an Tag 1
nach Schlaganfall entnommen. A, Nkontrole, Patient=12, 14, Mann-Whitney-Test. B, Nkontrolie, patient=8, 8.
2-Stichproben-t-Test. Mediane und Interquartilabstande werden gezeigt.

Um nicht nur allein eine Aussage Uber den Grad der Aktivierung treffen zu kénnen, wurden
zusatzlich die migrierten Zellen gezahlt. Zahlbeads dienten innerhalb dieser Messung zur
Standardisierung, sodass eine Migrationsaktivitat bestimmt werden konnte. Da sich, wie in
3.1 beschrieben, eine deutliche Granulozytose im peripheren Blut von Schlaganfallpatienten
beobachten lie, wurden die im Assay gewonnen Zell-Bead-Verhaltnisse auf die
durchschnittliche Granulozytenzahl je mL in Kontroll- oder Patientenblut normiert.
GleichermaRen wurde bei der Auswertung der Monozytenmigration verfahren.

Es zeigten sich bei den Granulozyten deutliche Unterschiede zwischen den stimulierten und
unstimulierten Proben (P<0.0001), wobei im stimulierten Zustand der Kontrollen und
Patienten der Median der Migrationsaktivitit bei 0.7 (Gpt/L)! lag. Gesunde und
Schlaganfallpatienten unterschieden sich im direkten Vergleich jedoch nicht (s. Abb. 4A). Bei
den stimulierten Monozyten zeigte sich bei beiden untersuchten Gruppen der Trend zur
gesteigerten Migration (P = 0.0644). Auch hier zeigten sich zwischen Patienten und

Kontrollen keine direkten Unterschiede (s. Abb. 4B).
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> Zell-Bead-Verhaltnis normiert

Abb. 4: Die Migrationsaktivitdt normiert auf ihre durchschnittliche Konzentration im stimulierten (stim.) und
unstimulierten (unstim.) Zustand. Granulozyten (A) und Monozyten (B) weisen im Vergleich der Kontrollen (K,
weilRe Balken) mit den Zellen von Schlaganfallpatienten (P, graue Balken) keine signifikanten Unterschiede auf. Fur
die Granulozyten bestatigen die signifikanten Unterschiede zwischen den jeweils stimulierten und unstimulierten
Gruppen die Zunahme der Migration nach fMLP-Stimulation. Patientenproben wurden an Tag 1 nach Schlaganfall
entnommen. A, Nk unstim., P unstim., K stim., P stim. =12, 14, 12, 14, Kruskal-Wallis-Test, Dunns Test fiir multiple Vergleiche. B,
NK unstim., P unstim., k stim,, Pstim. =11, 10, 9, 8, Kruskal-Wallis-Test. *P<0.05, ***P<0.001. Mediane und Interquartilabstande
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werden gezeigt.

3.3Phagozytose

Der unmittelbaren Infektionsabwehr dient das Phagozytieren und enzymatische Abtoten
spezifischer Pathogene. Um diese wichtige Fahigkeit qualitativ und quantitativ zu
bestimmen, wurden Granulozyten und Monozyten ex vivo mit fluoreszenzmarkierten E.coli
inkubiert und mittels FACS-Analyse hinsichtlich ihres Fluoreszenzsignals und der damit

verbundenen Bakterienaufnahme untersucht.

3.3.1 Fluoreszenzmikroskopisch gestiitzte Durchflusszytometrie

Mit Hilfe der fluoreszenzmikroskopisch gestitzten Durchflusszytometrie sollte die
stattgefundene Internalisierung der FITC-markierten E.coli bewiesen werden. Abbildung 5
zeigt je zwei reprasentative Aufnahmen von Granulozyten und Monozyten im Durchlicht und
im Wellenlangenbereich der FITC-Markierung der Bakterien und des CD14-Antikérpers der
Monozyten. Beide Zelltypen weisen deutliche Signale phagozytierter E.coli im Zellinneren

auf, welches sich von der Zellmembran abgrenzen ldsst. Es wurde unter allen aufgenommen
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Zellen keine gefunden, bei der das Signal von Bakterien der Zellmembran aufgelagert war. Es
konnte daher im weiteren Verlauf der Studie davon ausgegangen werden, dass bei der FACS-
Analyse nur internalisierte Bakterien detektiert werden wirden, da nach Zugabe der

Quench-Losung kein FITC-Signal extrazellular verblieb.

Granulozyten Monozyten

N - o, o
At‘i:) (\9 - s 4 ( 4

Abb. 5: Mikroskopische Aufnahmen von phagozytierenden Granulozyten (linke Spalte) und
Monozyten (rechte Spalte). Die Uberlagerung von Durchlicht und Fluoreszenzsignal der Bakterien in
Griin  (A) zeigt eine vollstindige Internalisierung. Durch die Uberlagerung der beiden
Fluoreszenzsignale fur E.coli in Grin und den Oberflichenrezeptor CD14 in Rot (B) ist eine
Unterscheidung von CD14-Granulozyten und CD14*-Monozyten moglich.

3.3.2 Phagozytoseuntersuchung ex vivo

Bei der FACS-Analyse wurde zum einen der Prozentsatz phagozytierender Granulozyten und
Monozyten an der Gesamtpopulation betrachtet. Dabei zeigten sich bei den Granulozyten
mediane Werte von 83.8 - 89.4 %, welche nicht signifikant hoher lagen als die der Kontrollen
mit 80.1 % (P=0.1230). Die Phagozytoserate der Monozyten war bei den Kontrollen mit
median 69.6 % geringer als die der Granulozyten und gleichzeitig geringfiigig, jedoch nicht
signifikant, hoher als die der Patienten im Untersuchungszeitraum (P=0.9657). Bei diesen lag
der Median des prozentualen Anteils an phagozytierenden Zellen zwischen 60.0 und 67.7 %

(s. Abb. 6).
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Abb. 6: Prozentualer Anteil phagozytierender Granulozyten (A) und Monozyten (B). Die Zellpopulationen
der Kontrollen (K, weile Balken) weichen in ihrem Anteil tdtiger Phagozyten nicht von denen der
Schlaganfallpatienten (graue Balken) ab. Patientenproben wurden am Aufnahmetag (d0) sowie Tag 1, 3, 5
und 7 (d1, d3, d5 und d7) nach Schlaganfall entnommen. A-B, ng o, a1, a3, a5, a7=10, 11, 16, 17, 12, 12,
Kruskal-Wallis-Test. Mediane und Interquartilabstande werden gezeigt.

Zum anderen konnte (Uber die MFI des FITC-Signals eine Aussage Uber die
Phagozytoseeffizienz getroffen werden. Diese lag bei den Kontrollgranulozyten im Bereich
von median 19.0 x103. Fur die Tage nach Schlaganfall wurden Mediane zwischen 20.0 x103
und 22.9 x1032 bestimmt, welche sich nicht signifikant von den Kontrollwerten unterschieden
(P=0.9682). Ein ahnliches Bild zeigte sich erneut fir die Monozyten, die insgesamt eine
geringere Phagozytoseeffizienz als die Granulozyten aufwiesen. So lag die mediane Effizienz
der Kontrollzellen bei 10.2 x10* und blieb demnach dem Bereich der Patientenzellen von
10.8 x10® - 13.6 x103 vergleichbar (P=0.7325)(s. Abb. 7).

Zusammenfassend konnten keine Verdnderungen der Phagozytoseeigenschaften von
Granulozyten- und Monozytenpopulationen nach Schlaganfall — weder im Prozentsatz

phagozytierender Zellen noch der Phagozytoseeffizienz je Zelle nachgewiesen werden.
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Abb. 7: Phagozytoseeffizienz bei Granulozyten (A) und Monozyten (B). Die Zellpopulationen der Kontrollen
(K, weiRe Balken) zeigen hinsichtlich der durchschnittlich phagozytierten Menge an E.coli keinen
signifikanten Unterschied zu denen der Schlaganfallpatienten (graue Balken). Patientenproben wurden am
Aufnahmetag (d0) sowie Tag 1, 3, 5 und 7 (d1, d3, d5 und d7) nach Schlaganfall entnommen. ng 4o, d1, d3, ds,
47=10, 11, 16, 17, 12, 12, Kruskal-Wallis-Test. Mediane und Interquartilabstande werden gezeigt.

3.3.3 Phagozytoseuntersuchung in vitro

Um einen moglichen Effekt von Stresshormonen wie Noradrenalin, Adrenalin und
Dexamethason oder dem Neurotransmitter Acetylcholin auf das Phagozytosesystem zu
untersuchen, wurde Vollblut von finf gesunden Kontrollen mit einer der Stimulanzien fir
einen Tag inkubiert und danach wie im Phagozytoseversuch ex vivo weiterbehandelt.

Passend zu den Ergebnissen unter ex vivo-Bedingungen zeigten sich fir die prozentualen
Phagozytoseraten der Granulozyten (P=0.9502) und Monozyten (P=0.2791) keine

Unterschiede innerhalb der verschiedenen Stimulationsgruppen(s. Abb. 8).
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Abb. 8: Prozentsatz phagozytierender Zellen unter in vitro Stresshormonstimulation. Es zeigen sich
keine signifikanten Unterschiede zwischen den unstimulierten Proben (unstim) und jenen mit
vorausgegangener Stimulation mit Adrenalin (Adr), Noradrenalin (Nor), Dexamethason (Dex) oder
Acetylcholin (Ace). Dies ist flir Granulozyten (A) und Monozyten (B) zu beobachten. n=5. A-B, Kruskal-
Wallis-Test. Boxplots mit Minimal- und Maximalwerten werden gezeigt.

Bei der Untersuchung der Phagozytoseeffizienz nach in vitro-Stimulation zeigte sich erneut
ein sehr inhomogenes Bild aus dem sich keine klaren Tendenzen oder Unterschiede bei
Granulozyten (P=0.5870) oder Monozyten (P=0.8878) ableiten lieRen (s. Abb. 9).

Allgemein konnte im Vergleich des in vitro- und des reinen ex vivo-Versuches festgestellt
werden, dass die Werte der Granulozytenphagozytose, die ohne eintdgige Inkubation
deutlich Giber denen der Monozyten lagen, nach Inkubation deutlich geringer ausfielen. Dies
konnte fir eine Beeintrachtigung der Granulozyten aufgrund der langen Inkubationszeit
sprechen, da ein dhnlicher Effekt bei den Monozyten nicht im gleichen Ausmall zu
beobachten war. Genaue Untersuchungen hinsichtlich der zeitabhdngigen Beeintrachtigung

wurden jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefihrt.
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Abb. 9: Phagozytoseeffizienz nach in vitro Stresshormonstimulation bei Granulozyten (A) und
Monozyten (B). Es waren keine signifikanten Unterschiede der phagozytierten Menge je Zelle
zwischen den unstimulierten Proben (unstim) und jenen mit vorausgegangener Stimulation mit
Adrenalin (Adr), Noradrenalin (Nor), Dexamethason (Dex) oder Acetylcholin (Ace) zu beobachten.
n=5. A, Kruskal-Wallis-Test. B, Einweg-ANOVA. Boxplots mit Minimal- und Maximalwerten werden
gezeigt.

3.4NETose

Als zusatzliche Strategie der neutrophilen Granulozyten stellt die NETose eine weitere
wichtige Moglichkeit in der friihen Immunabwehr dar. Zur Quantifizierung dieses Prozesses
wurden isolierte Neutrophile mit verschiedenen Stimulanzien inkubiert und nach einer DNA-
Farbung fluoreszenzmikroskopisch hinsichtlich der NET-Ausbildung analysiert. Da sich durch
die Stimulation mit E.coli keine deutliche NET-Induktion zeigte (Daten werden nicht gezeigt),
fand die Stimulation im weiteren Verlauf nur mit dem Zytokin fMLP und dem pilzspezifischen
Antigen PMA statt.

Bereits in der Betrachtung der fluoreszenzmikroskopischen Bilder fielen die unterschiedlich
grofen NET-Flachen nach Stimulation auf. Dabei waren bei Kontrollen und
Schlaganfallpatienten am Tag 5 dhnlich groRe NET-Formationen zu beobachten, wahrend am
Tag 1 eine deutliche Verkleinerung zu sehen war. Abbildung 10 zeigt reprasentative
Aufnahmen der NET-Strukturen eines Kontrollprobanden und eines Schlaganfallpatienten an

den Tagen 1 und 5 mit fMLP- bzw. PMA-Stimulation.
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Abb. 10: NET-Bildung nach fMLP- (A) oder PMA- (B) Stimulation. Mit SYTOX Green geférbte
neutrophile Granulozyten von gesunden Kontrollen und Schlaganfallpatienten am Tag 1 (d1) und 5
(d5) zeigen unterschiedlich starke NET-Ausbildungen. Angegebener MaRstab = 63 um, Belichtungszeit
=170 ms.

In Abbildung 11 wird der Prozentsatz NET produzierender Granulozyten dargestellt. Es ist zu
erkennen, dass Kontrollen und Patienten am Tag 1 und 5 nach Schlaganfall keine
Unterschiede zu einander aufweisen. Wahrend im unstimulierten Ansatz die Kontrollen
einen medianen Wert von 2.1 % erreichten, waren es bei den Patienten an Tag 1 bzw. 5 1.7
% bzw. 2.2 % (P=0.7685). Unter fMLP-Stimulation zeigten 5.6 % der Kontrollgranulozyten
NET-Strukturen. Von diesem Wert wichen die Patientenzellen am Tag 1 mit 7.6 % und am
Tag 5 mit 7.1 % nicht signifikant ab (P=0.7820). Auch unter PMA-Stimulation zeigten sich
keine Unterschiede zwischen Schlaganfallpatienten (Tag 1, Median=13.2 % und Tag 5,
Median=17.8 %) und gesunden Probanden (Median=17.3 %) (P=0.6057).
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Abb. 11: Prozentualer Anteil NET bildender Zellen unter verschiedenen Stimuli im Vergleich von
Kontrollen (weillen Balken) und Schlaganfallpatienten (graue Balken) an Tag 1 (d1) und Tag 5 (d5). Die
isolierten neutrophilen Granulozyten verblieben entweder unstimuliert (A) oder wurden mit fMLP (B)
oder PMA (C) angeregt. A, Nontrolle, d1, ds =12, 15, 15. B, Nkontrolie, d1, ds =12, 12, 14. C, Nkontrolie, d1, ds =12, 15,
15. A-C, Kruskal-Wallis-Test. Mediane und Interquartilabstdnde werden gezeigt.

Anders als im Prozentsatz der NETose unterlaufenden Zellen zeigte sich jedoch ein deutlicher
Unterschied bei der durchschnittlichen GroBe der aufgenommenen NET-Strukturen. Im
unstimulierten Zustand zeigten sich zunachst vergleichbare mediane Werte zwischen den
Kontrollen (472.3 um?) und den Patienten am Tag 1 (504.5 um?) und 5 (447.3 um?)
(P=0.3657). Nach Stimulation mit fMLP zeigte sich jedoch eine starke Reduktion der NET-
Flache am Tag 1, die mit lediglich 576.0 pm? nur geringfligig oberhalb des Wertes ohne
Stimulation lag. Dieser signifikante Unterschied zu den Kontrollen mit einer
durchschnittlichen Flache von 1175.2 um? bildete sich bis Tag 5 wieder zuriick, an dem eine
durchschnittliche Fliche von median 927.6 um? gemessen wurde (P=0.0128). Diese
Veranderung zeigte sich in gleicher Art unter der Stimulation mit dem PMA. Hier erreichten
Kontroll-NETs eine durchschnittliche Flache von median 919.8 pum2. Am ersten Tag nach
Schlaganfall betrug die NET-Fliche lediglich 511.3 pm? und lag damit hoch signifikant
unterhalb der gesunden Vergleichsgruppe. Wie unter fMLP-Stimulation konnten die
Neutrophilen dieses Defizit bis Tag 5 aufholen und bildeten NET mit einer DurschnittsgrofRe

von median 809.4 um? (P=0.0004) (s. Abb. 12).
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Abb. 12: Durchschnittliche NET-GroRe unter verschiedenen Stimuli im Vergleich von Kontrollen
(weiRen Balken) und Schlaganfallpatienten (graue Balken) am Tag 1 (d1) und Tag 5 (d5). Die isolierten
neutrophilen Granulozyten verblieben entweder unstimuliert (A) oder wurden mit fMLP (B) oder
PMA (C) angeregt. A, Nontrolle, d1, a5 =12, 15, 15, Kruskal-Wallis-Test. B, Nkontrolie, d1, ds =12, 12, 14, Kruskal-
Wallis-Test, Dunns Test flr multiple Vergleiche. C, nkontrolle, 41, ds =12, 15, 15, Kruskal-Wallis-Test, Dunns

Test fur multiple Vergleiche. *P<0.05; ***P<0.001. Mediane und Interquartilabstande werden
gezeigt.

25



4 Diskussion

Seit gut zwei Jahrzehnten wird das Verhdltnis von Infektion und Schlaganfall intensiv
beforscht, da Pneumonien zu einem deutlich schlechteren Outcome fithren und sich in vitro
eine verstarkte TH1-Autoimmunantwort gezeigt hat.*% 4> Andererseits erhdhen Infektionen
das Risiko fuir einen Schlaganfall.*3

Die Suche nach moglichen Risikofaktoren fiir Sekundarinfektionen identifizierte neben dem
Patientenalter, dem NIHSS als MaR der Schlaganfallschwere und dem Behinderungsgrad
unter anderem die TNF-a-Produktion von Monozyten bei Aufnahme.* 11 44 Die Pravention
bakterieller SAls wurde bereits vielfach durch die prophylaktische Gabe verschiedener
Antibiotika  getestet, nachdem  zundchst davon ausgegangen wurde, dass
Schlaganfallpatienten nicht von einer Immuntherapie profitieren.*> Wahrend die
prophylaktische Gabe verschiedener Antibiotika im Tiermodell das Risiko von Fieber und
Infektionen senkte, ist die Datenlage bei Patienten hinsichtlich einer positiven Auswirkung
auf Outcome und Uberleben widerspriichlich.>464% |n einer kiirzlich erhobenen groRen
klinischen Studie zur prophylaktischen Gabe von Antibiotika konnte erneut kein positiver
Einfluss auf das Outcome festgestellt werden.”%>! Aktuell ist daher weiterhin die zeitnahe
Behandlung nach Auftreten von SAls Standard in der Krankenversorgung.>%°3
Moglicherweise miissen verschiedene Immunmodulationstherapien an die passenden
Phasen nach einem aufgetretenem Schlaganfall sowie die daran beteiligten Zellsubtypen
angepasst werden, da die alleinige antiinflammatorische Behandlung auch positive Einfliisse

der Entztindungsreaktion vermindert.>*>®

Die Signalkaskade von der lokalen Hirnischamie hin zu den systemischen
Immunverdnderungen verlauft mit hoher Wahrscheinlichkeit Uber das sympathische
Nervensystem, sowie die vermehrte Katecholamin- und Glucocorticoidfreisetzung.?>28>7 Im
Tiermodell konnte durch die Blockade des Sympathikus’ nach Schlaganfall die Infektions-
und Mortalititsrate gesenkt werden.”®>® Allgemein zeigt sich mit einer frithen
sympathischen Aktivierung sowie dem Anstieg von Stresshormonen ein mdoglicher Marker
flir schlaganfallassoziierte Immunveranderungen, wobei eine glucocorticoidvermittelte
Immunsuppression eng mit SAls verknlpft zu sein scheint.® Die Hypothese einer

katecholaminvermittelten Reaktion wird zusatzlich durch die Beobachtungen gestiitzt, dass
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eine Behandlung von Schlaganfallpatienten mit beta-Blockern das Risiko einer
Harnwegsinfektion sowie des friilhen Todes nach dem Ereignis reduziert.5% 61; 60; 61

Da neutrophile Granulozyten und Monozyten maRgeblich an den friihen Stadien der
Infektabwehr beteiligt sind, wurde in der vorliegenden Arbeit ihr Migrations-, Phagozytose-
und NEToseverhalten nach Schlaganfall im Vergleich zu gesunden Kontrollen untersucht, um
mogliche Beeintrachtigungen dieser Zellpopulationen als Ursache fiir SAls herauszufinden.
Die dabei durchgefiihrte periphere Blutbildanalyse bestatigte die Vorbefunde einer
ausgepragten Lymphopenie und Granulozytose in den ersten Tagen nach Schlaganfall.®? Auf
Seiten des adaptiven Immunsystems haben sich die Lymphozytopenie und
Hypogammaglobulindamie durch ihre Assoziation mit friihen bakteriellen Infektionen als
maoglicher Risikofaktor herausgestellt.3% 63 ¢4 Der Mangel an Lymphozyten l&sst sich auf eine
gesteigerte Apoptoserate zurlickfihren.®> Sowohl die Granulozytose als auch die
Lymphopenie konnten bereits experimentell durch die Stimulation mit Katecholaminen
nachgebildet werden, was die Hypothese des Signalweges liber Stresshormone stiitzt.%®
Neutrophile infiltrieren das Ischdmiegebiet innerhalb der ersten 24 Stunden nach
Schlaganfall und fiihren durch die Produktion von Myeloperoxidase und die zusatzliche
Rekrutierung von Monozyten zu einer sekundiaren Gewebeschddigung. 67-%° Die Infiltration
selbst erfolgt mittels membranstandiger Proteine wie Intrazellulare Adhasionsmolekiile
(ICAMs), CD11 und CD18. Eine gegen ICAMs gerichtete Therapie verkleinerte im Tiermodell
zwar die GroRBe des Infarkts, zeigte bei Patienten jedoch keinen Nutzen oder verschlechterte
zusatzlich das Outcome.”%-72

In der vorliegenden Studie zeigte sich flir Granulozyten und Monozyten, dass sie durch die
Folgeprozesse des Schlaganfalls nicht in der Fahigkeit eingeschrankt waren, entlang eines
chemotaktischen fMLP-Gradienten durch eine feinporige Membran zu wandern. Dies deckt
sich mit Voruntersuchungen, die diesbeziiglich eine erhthte L-Selektinexpression von
polymorphnukledren Zellen und Monozyten in vitro nach Katecholaminstimulation
beobachteten, welche jedoch gleichzeitig mit einer verminderten Leukozytenadharenz
einherging.’3 74

Auch in ihrer Fahigkeit zur Phagozytose konnten weder bei Neutrophilen noch bei
Monozyten  Verdanderungen nachgewiesen werden: Sowohl der Prozentsatz

phagozytierender Zellen als auch die durchschnittlich aufgenommene Bakterienmenge je
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Zelle blieb in Folge des Schlaganfalls unbeeintrachtigt. Eine friihere Studie hatte eine
gesteigerte Phagozytoseaktivitdit von Monozyten bei apoptotischen Zellen durch
Glucocorticoidstimulation beschrieben.”> Diese gesteigerte Aktivitat scheint sich allerdings
nicht auf die Internalisierung von E.coli auszuwirken. Die flr die Pathogenerkennung
wichtigen TLR-Strukturen spielen neben der Infektabwehr aber auch eine wichtige Rolle fiir
die Infarktentwicklung. So fiihrte eine TLR-4-Defizienz im Tiermodell zu einer geringeren
Infarktgrole und Neutrophilen- und Monozytenrekrutierung, sowie einem besseren
neuronalen Uberleben aufgrund einer verminderten parenchymalen Stressantwort.’s78
Ahnliche Beobachtungen wurden bei TLR-2-defizienten Tieren gefunden, die eine verzégerte
und insgesamt geringere ischamische Schadigung des Infarktgebietes zeigten.”® 80 Fiir den
Menschen ergibt sich zudem aus einer hohen TLR-4-vermittelten angeborenen
Immunantwort von Monozyten ein schlechteres Outcome.?>34

Eine deutliche Einschrankung nach Schlaganfall zeigte sich in der Ausbildung der auf
kondensiertem Chromatin basierenden NET-Strukturen neutrophiler Granulozyten. Wahrend
der prozentuale Anteil der Neutrophilen, die solche NETs bildeten, den Kontrollen
vergleichbar blieben, zeigte sich eine deutliche Reduktion der durchschnittlichen NET-Flache
am ersten Tag nach Schlaganfall. Diese Reduktion konnte fiir alle gewahlten Stimuli
beobachtet werden. Von dieser Beeintrachtigung schienen sich die Zellen im weiteren
Untersuchungszeitraum bis zum fiinften Tag erholt zu haben und erreichten dhnliche
durchschnittliche NET-Flachen wie gesunde Kontrollen.

Vergleichbare Veranderungen der angeborenen Immunantwort zeigen sich bei der Bildung
reaktiver Sauerstoff- und Stickstoffspezies beim Prozess des oxidativen Bursts. Diese sind in
der angefligten Veroffentlichung ausfiihrlich beschrieben und weisen lber den gesamten
Untersuchungszeitraum der ersten Woche nach Schlaganfall auf eine Reduktion des
oxidativen Bursts von Granulozyten und Monozyten, vor allem nach Stimulation durch fMLP,
hin. Ahnliche Beobachtungen wurden bereits fir Patienten mit hiamorrhagischem
Schlaganfall gemacht, bei denen neutrophile Granulozyten ebenfalls einen verminderten
Burst zeigten.8?

Eine solche Beeintrachtigung des oxidativen Bursts und der NETose konnte einen ersten
Erklarungsansatz fiir eine abgeschwéachte frihe Pathogenabwehr und die daraus

resultierende gesteigerte Infektionsneigung nach Schlaganfall bieten.
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Die These der stresshormon- und glucocorticoidvermittelten Signalwege wurde durch eine
Stimulation in vitro mit Noradrenalin, Adrenalin, Dexamethason und Acetylcholin Gberprift.
Dabei zeigten sich einerseits keine Beeintrachtigung der Phagozytoseeigenschaften und
andererseits Veranderungen des oxidativen Bursts, die mit der Situation nach Schlaganfall
vergleichbar waren.

In Vorarbeiten anderer Wissenschaftler konnte gezeigt werden, dass die Einwirkung von
Glucocorticoiden nicht allein nachteilige Wirkungen hat, sondern auch zur Ausbildung von
Monozyten mit antiinflammatorischem Phanotyp flhrt und dieser Effekt durch den
zusatzlichen Einfluss von IL-6 und IL-10 noch verstérkt werden kann.82 83

Die gefundenen Studienergebnisse, insbesondere die bezliglich der in dieser Arbeit
dargestellten Subkohorte, sind jedoch hinsichtlich ihrer Aussagekraft eingeschrankt. Fur alle
angewendeten Methoden wurden Zellen des peripheren Blutes von Schlaganfallpatienten
und gesunden Kontrollen entnommen, um sie dann unter verschiedenen Bedingungen
hinsichtlich ihrer Fahigkeiten zur Pathogenabwehr zu untersuchen. Obwohl sich dieses
gering invasive Verfahren in der aktuellen Forschung bewahrt hat, kann es dennoch keine
absolute Aussage (ber jene Immunzellen treffen, die im Organismus den Blutkreislauf
verlassen haben, um im Bereich von akuten Infektionsherden an der tatsachlichen
Pathogenabwehr mittels Phagozytose, NETose oder oxidativem Burst teilzunehmen. Ebenso
wenig kann eine Aussage dariber getroffen werden, ob die gefundenen Unterschiede und
Gemeinsamkeiten zwischen Schlaganfallpatienten und gesunden Kontrollen vollstandig fir
die Aufnahme, das Abtéten und den Abbau von Infektionserregern zutreffen. Ebenso
konnten die veranderten Prozesse bei anderen Erregern als E.coli unterschiedlich verlaufen.
Um einen moglichen Einfluss der Stresshormone nach Schlaganfall auf das NETosesystem zu
Uberprifen, sollten entsprechende in vitro-Untersuchungen angestrebt werden.
Gleichermalen wichtig ware die Untersuchung gréBerer Patientenkohorten, um einerseits
mogliche Verknlpfungen zur SchlaganfallgroBe und -lokalisation herstellen zu kénnen, da
vorausgegangene Studien erste Zusammenhange zwischen der Lokalisation beziehungsweise
Lateralisation des Schlaganfalls und den daraus resultierenden Verdanderungen des
Immunsystems aufzeigen.8% 8> Andererseits kénnten in gréoBeren Patientengruppen
Schlaganfallpatienten, die im Laufe ihrer Behandlung Sekundarinfektionen entwickelt haben,

mit solchen verglichen werden, die durch keine weiteren Beeintrdchtigungen auffielen, um

29



zusatzlich bessere Risiko- und Prognosefaktoren zu bestimmen und bereits gefundene
Einflisse der Lebensumstinde wie Erndahrung oder korperliches Training auf das
Immunsystem in ihrer Relevanz fiir das Outcome nach einem Schlaganfall zu bestatigen oder
zu widerlegen.85 87

In der vorliegenden Arbeit wurden somit erstmals die antibakteriellen Fahigkeiten von
Granulozyten und Monozyten nach ischdmischem Schlaganfall untersucht und erste
Einschrankungen im Bereich der NETose aufgedeckt. Da Stresshormone sowohl zu einer
peripheren Lymphozytopenie als auch in vitro zu Verdnderungen des angeborenen
Immunsystems flhren, konnte in ihnen tatsachlich die Verknlpfung zwischen den
Beobachtungen des adaptiven und angeborenen Immunsystems nach Schlaganfall liegen. Ein
gesenkter Anteil an Lymphozyten ware somit iber eine reduzierte NETose der Granulozyten

und einen veranderten oxidativen Burst mit der abgeschwachten Infektabwehr verbunden.
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6 Zusammenfassung

Sekundarinfektionen flhren bei Schlaganfallpatienten zu einem signifikant schlechteren
Outcome. Sie sind primar mit Veranderungen der Immunantwort assoziiert. Wahrend in
verschiedenen Bereichen des adaptiven Immunsystems Beeintrachtigungen beobachtet
wurden, ist die unmittelbare Reaktion des angeborenen Immunsystems auf chemotaktische
oder pathogene Stimuli nach Schlaganfall noch unzureichend erforscht. In der vorliegenden
Arbeit wurde daher das Migrations-, Phagozytose- und NEToseverhalten neutrophiler
Granulozyten und Monozyten von Schlaganfallpatienten der Universitatsmedizin in
Greifswald untersucht und mit denen altersangepasster, gesunder Kontrollen verglichen.

Die Migration der Zellen wurde mit Hilfe eines fMLP-Gradienten (iber eine feinporige
Membran in einem Zweikammersystem untersucht und durchflusszytometrisch
ausgewertet. Fluoreszenzmarkierte E.coli fanden bei den Phagozytoseversuchen
Verwendung, welche ebenfalls am Durchflusszytometer analysiert wurden. Die
NEToseuntersuchung fand mit isolierten Neutrophilen unter fMLP- und PMA-Stimulation
statt und wurde mittels fluoreszenzmikroskopischer Aufnahmen ausgewertet.

Die beobachtete Lymphozytopenie und Granulozytose des peripheren Blutes von
Schlaganfallpatienten deckt sich mit der aktuellen Studienlage. Granulozyten und
Monozyten von Schlaganfallpatienten unterschieden sich in ihrem Migrationsverhalten und
in ihrer Phagozytosefahigkeit nicht von Zellen altersangepasster Kontrollen.

Hingegen war die Induzierbarkeit der NETose in Granulozyten beeintrachtigt. Obwohl der
Anteil NET-bildender Zellen unverandert blieb, zeigte sich eine signifikant verkleinerte
Flache der NETs bei Schlaganfallpatienten. Dieser Effekt war am Tag nach Aufnahme sowohl
unter fMLP- als auch PMA-Stimulation nachweisbar.

Die in dieser Arbeit geschilderten Beobachtungen legen nahe, dass bereits kurze Zeit nach
der Schadigung des Gehirns Bereiche des angeborenen Immunsystems beeintrachtigt sind
und beispielsweise durch die verminderte NET-Flache keine ausreichende Pathogenabwehr
ermoglicht werden kann. Dies konnte Sekundarinfektionen von Schlaganfallpatienten

beglinstigen.
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Stroke Alters Respiratory Burst in Neutrophils and
Monocytes

Johanna Ruhnau*; Karsten Schulze*; Bernadette Gaida, MD; Sénke Langner, MD;
Christof Kessler, MD; Barbara Broker, MD; Alexander Dressel, MD+; Antje Vogelgesang, PhD+

Background and Purpose—Stroke-induced immune alterations predispose patients to infections. Although the relationship
between stroke and the adaptive immune system has been investigated in detail, to date it is unknown whether the innate
immune system, which forms the first line of antibacterial defense, is also impaired in patients with stroke. Therefore, we
investigated whether chemotaxis, phagocytosis, oxidative burst, degranulation of defensins, and NETosis in monocytes
and in neutrophil granulocytes are altered in patients with stroke compared with controls.

Methods—Sixty-three patients having acute ischemic stroke were recruited within 12 hours of symptom onset; blood
was sampled on admission and on days 1, 3, 5, and 7. Thirty-seven age-matched controls were also recruited. Cell
migration, phagocytosis, and oxidative burst of phagocytes were determined in vitro. Human neutrophil peptides 1 to 3
and serum metanephrine levels were measured by enzyme-linked immunosorbent assay, and NETosis was quantified by
immunohistochemistry.

Results—The key mechanisms required for bacterial killing, oxidative burst, and NETosis were significantly reduced in
samples taken from patients with stroke compared with controls, whereas migration, phagocytic function, and defensin
production remained unimpaired in monocytes and granulocytes from patients with stroke.

Conclusions—Stroke-induced immune alterations include impairment of the first-line defense performed by specialized
phagocytes against bacteria. The hypothesis that these changes enhance susceptibility to acquired infections is supported
by our observation that on admission oxidative burst in monocytes was more impaired in patients with stroke with
subsequent stroke-associated infections. (Stroke. 2014;45:794-800.)

Key Words: brain ischemia m granulocytes m immunosuppression m infection m phagocytes
m respiratory burst m stroke

In addition to initial stroke severity and brain lesion volume, adaptive immune system or the crosstalk between innate and
stroke-associated infections, especially pneumonia, is a adaptive immunity. Because SIIAs are associated with the
well-recognized independent predictor of survival and out- occurrence of SAls, it is of interest to investigate early bacte-
come in patients with stroke.'”* More recently, stroke-induced rial defense mechanisms in stroke.

immune alterations (SITAs) have been identified as predispos- Granulocytes and monocytes are dedicated phagocytes that
ing factors for stroke-associated bacterial infections (SAIs).** are rapidly recruited via chemotaxis to the sites of infection,
Profound SIIAs include increased granulocyte counts and where phagocytes adhere to and internalize pathogens by endo-
reduced lymphocyte counts in peripheral blood. T cells iso- cytosis. Bactericidal effector mechanisms are then initiated.
lated from patients with SIIAs, however, seem to be fully First, within the phagosome, nicotinamide adenine dinucleo-
functional in vitro.””” Monocytes are not reduced in number tide phosphate-oxidase (NADPH) oxidase converts oxygen
but are deficient for tumor necrosis factor-a production and and NADPH to superoxide, generating reactive oxygen spe-
HLA-DR expression.**!! This is consistent with the obser- cies that are required to kill internalized pathogens in a process
vation that the efficiency of costimulatory cells in patients termed oxidative burst. Mutations in NADPH oxidase cause
with stroke is decreased.'” Additionally, the function of innate chronic granulomatosis, a disease characterized by recurrent
hepatic invariant natural Killer T cells is altered by noradren- and persistent bacterial infection.” Second, as an alternative
ergic signals in stroke.'” The majority of SITAs concern the mechanism, neutrophils can release antimicrobial granula into
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the extracellular space to fight bacteria. The a-defensin human
neutrophil peptides 1 to 3 (HNPs 1-3) are abundant in these
granula; these peptides are bactericidal and modulate the pro-
duction of the chemokine interleukin-8 (IL-8).'* Third, in a
process called NETosis, neutrophils fight bacteria by releasing
their chromatin into the extracellular space, where the chroma-
tin forms neutrophil extracellular traps (NETs)."

Transient disturbances in phagocytosis and the associated
mechanisms for bacterial killing were previously detected
in systemic infection and in traumatic brain injury.'*'” Also,
reduced phagocytosis has been described in subjects >65
years.'® Little is known about phagocyte function in stroke,
but there are hints that it may also be disturbed. One study
reported impaired neutrophil burst in a small cohort of patients
with intracranial hemorrhage who required neurosurgical
intervention,'” whereas an earlier report suggested the occur-
rence of alterations in neutrophil function in patients with
stroke, as indicated by measurement of the granulocyte anti-
sedimentation rate.”” To shed light on this issue and to increase
our understanding of SIIAs, we investigated the key steps of
bacterial defense by phagocytes in patients with stroke.

Materials and Methods

Patients and Controls
Patients 218 years old having acute media infarct were eligible for
this study within 12 hours of disease onset if their National Institute
of Health Stroke Scale Score (NIHSS) was 26 and no signs of infec-
tion were detected, C-reactive protein was <50 mg/L, and procalci-
tonin was <0.5 ng/mL. Patients were recruited between June 2011
and February 2013 at the Department of Neurology of the University
Medicine, Greifswald, Germany. Patients were treated with stan-
dard medical care in a dedicated stroke unit and did not receive
immune-suppressive drugs. Recombinant tissue plasminogen activa-
tor and thrombectomy were administered as clinically indicated.
Age-matched control individuals were either healthy or were re-
cruited from the ophthalmology clinics from patients scheduled to
receive cataract surgery. (For patient and control characteristics, see
the Table.)

Definition of SAI

To define SAI, we used the same stringent criteria applied in our previ-
ous studies that identify patients with definite systemic infection and
those without any sign of infection.’ SAI was diagnosed if (1) clinical
signs of infection were present: (2) serum concentrations of C-reactive
protein were >50 mg/L; and (3) procalcitonin serum concentrations

Table. Subject Characteristics
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were >0.5 ng/mL. Absence of SAI was assumed if none of the criteria
was met. Patients who matched 1 or 2 criteria were not assigned to ei-
ther cohort. The study protocol was approved by the ethics committee
of the Medical Faculty, University of Greifswald (No. ITl UV 30/01).
All patients provided written informed consent directly or through a
surrogate where appropriate. Details on patients who are SAl+ and
SAI- are given in the Table I in the online-only Data Supplement.

Cerebral Computed Tomography

Routine cerebral computed tomographic (cCT) images (sequential
¢CT native, 4.5 mm layer thickness supra- and infratentorial; mAs=50;
kV=120) were acquired on a 16-row multislice CT scanner (Somatom
16, Siemens Medical Systems, Erlangen, Germany). Images were an-
alyzed using OSIRIX 5.6. Regions of interest were defined manually,
and the lesion volume was calculated semiautomatically.

Blood Sampling

Blood was obtained immediately on admission and between 6:00 am and
8:00 am on days 1. 3. 5, and 7. Investigators were not blinded for control
and samples of patients with stroke but were unaware of SAI status.

Migration
Cell migration was assayed using the MIGRATEST Kit (Glycotope
Biotechnology GmbH, Heidelberg, Germany) according to the
manufacturer instructions. Details are given in the online-only Data
Supplement.

Phagocytosis

The Phagotest Kit (Biotechnology GmbH, Heidelberg, Germany)
was used according to the manufacturer instructions to quantify
phagocytosis. In brief, heparinized whole blood was incubated with
FITC (fluoresceinisothiocyanat) labeled Escherichia coli (E coli)
for 10 minutes at 37°C (activated sample). A control sample was
kept on ice to determine the background. Thereafter, all cells were
transferred on ice; samples were quenched to eliminate the signal
of adherent nonphagocytosed bacteria. Erythrocytes were lysed,
and cells were washed. Debris and dead cells were excluded by
4’ 6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) staining. Phagocytes that had
internalized E coli were quantified by determining the FITC fluores-
cence signal by flow cytometry on a BD LSR II. Anti-CD14 antibod-
ies (hCD14 antigen presenting cell; clone M5E2; BD Biosciences)
labeling was used to clearly distinguish monocytes from neutro-
phil granulocytes. The percentage of phagocytosing neutrophils
was calculated as activated sample cells (FITC+ CD14- cellsx100/
CD14- cells) — control sample cells (FITC+ CDI14- cells x 100/
CD14- cells)=percentage of phagocytosing cells. The percentage of
phagocytosing monocytes was determined accordingly in the CD14+
cell population. The amount of E coli cells phagocytosed by a single

Lesion Volume Location of Thrombolysis/
Total No. Age* NIHSSt (mm3)t Infarction Thrombectomy Male Female
Control subjects 37 7417 NA NA NA NA 18 19
(50-88)
Patients with stroke 63 74.59 125 36.6 60 MCA 37 34 29
(29-93) (6-23) (0.85-411.49) 3 MCA-+anterior
Noninfected cohort 14 77 7 40 14 MCA 7 10 7
(65-93) (6-23) (0.85-103.04)
Infected cohort 8 70.5 17 275.06 7 MCA 2 6 2
(55-85) (8-19) (18.52-411.49) 1 MCA+anterior

MCA indicates middle cerebral artery; NA, not applicable; and NIHSS, National Institute of Health Stroke Scale Score.
*Mean age in years (range).

tMedian score (range).

}Median volume (range).
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phagocyte was quantified by the mean fluorescence intensity (MFI)
and is referred to as efficacy in this article.

Oxidative Burst

Heparinized whole blood was incubated with the fluorogenic sub-
strate dihydrorhodamine 123 and either remained unstimulated or
was incubated with unlabeled opsonized E coli, phorbol 12-myristate
13-acetate (PMA), or N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine
(fMLP) as stimulants for 10 minutes at 37°C. Conversion into rho-
damine 123 served as a marker for the quantification of reactive oxi-
dants and allowed determination of the percentage of phagocytes that
underwent oxidative burst. The enzymatic activity per cell was quan-
tified by MFI and is termed efficacy.

Oxidative burst was measured by flow cytometry on a BD Canto I1
(BD Biosciences) using the Phagoburst Kit (Glycotope Biotechnology
GmbH) according to the manufacturer instructions. Twenty-thousand
leukocytes were acquired. Anti-CD 14 antibodies (CD 14 V450, clone
M®P9; BD Biosciences) were added to clearly distinguish monocyte
burst from neutrophil burst. The flow cytometry results were evalu-
ated with FlowJo Software 7.6.5 (Tree Star Inc, Ashland, OR).

Hormonal effects on respiratory burst in vitro were assessed by
preincubating whole blood for 24 hours at 37°C, 5% CO, in the pres-
ence of 110”7 mol/L epinephrine or norepinephrine (cpinephrine,
norepinephrine from Sigma, Deisenhofen, Germany), or 2.5x10°°
mol/L. dexamethasone (MerckPharmaGmbH, Darmstadt), followed
by a burst test. Additionally, we tested 5.5%10~° mol/L acetylcholine
(Sigma, Deisenhofen, Germany) to quantify the influence of this au-
tonomic nervous system neurotransmitter on burst activity. Diluents
without hormones or acetylcholine served as controls.

Serum Hormones

Metanephrine is the inactive methylation product of epinephrine with
longer plasma half-life.?' In this study, we determined metanephrine
to assess the magnitude of the adrenergic response after stroke in pa-
tients with and without SAIL. Metanephrine levels were determined
in serum samples after storage at —80°C by competitive ELISA ac-
cording to the manufacturer recommendations (MetCombi plasma
ELISA; IBL, Hamburg, Germany).

HNPs 1to3

The production of HNPs 1 to 3 by neutrophils was determined by
standard sandwich enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) ac-
cording to the manufacturer instructions (Hycult Biotech, Uden, The
Netherlands) from serum samples stored at —80°C.

NETosis Assay

Neutrophils were separated from heparinized whole blood by standard
Histopaque/Percoll gradient centrifugation. Neutrophils were resus-
pended in Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS) and diluted to 5x10*
cells/mL. The cell suspension was plated in 24-well plates (1 mL/well)
and allowed to rest for 30 minutes at 37°C, 5% CO,. Thereafter, neutro-
phils remained unstimulated or were stimulated with either fMLP (0.9
nmol/L) or PMA (1.5 nmol/L) for 2 hours at 37°C, 5% CO,. DNA was
stained with SYTOX Green Nucleic Acid Stain (Invitrogen, Eugene),
and fluorescent and phase contrast images were taken of 10 spots per
well using a LEICA DBMI-4000b microscope. Total and NEToting
cells were counted, and the fluorescent area covered by each cell was
measured using Fiji Software Version 1.46 to calculate percentage and
efficacy of NETosis. The NET threshold was set at 2300 pm?.%

Statistical Analyses

All data sets were tested for adherence to the Gaussian distribu-
tion with the Kolmogorov—Smirnov test. Multiple comparisons of
Gaussian-distributed data were performed using analysis of variance
and the Bonferroni correction for multiple comparisons as a post-test.
Because some of the data in each experiment failed the normality
test, we used nonparametric testing throughout. The Kruskal-Wallis

test with Dunn’s multiple comparison test as a post-test or the
Mann—Whitney test were used as appropriate. Post-tests were only
performed when initial testing revealed significant differences be-
tween groups. Correlations were determined by Spearman analysis.
GraphPad-PRISM 5.0 (GraphPad Software Inc, San Diego, CA) was
used for all analyses. A P value <0.05 was regarded as significant.

Results

Cellular Alterations in the Peripheral Blood of
Patients With Stroke

Compared with healthy controls, samples from patients
with stroke indicated that stroke induced a mild leukocyto-
sis (median 9.3 Gpt/l; range 3.3 Gpt/I-25.6 Gpt/l; P=0.0036)
dominated by neutrophils, which reached a maximum on day 1
(median 75.20%; range 46.0%-90.4%: P<0.0001). Monocytes
remained unchanged, whereas the percentage of lympho-
cytes declined (P<0.0001), reaching its lowest value on day
1 (median 14.8%; range 2.6%-39.3%; P<0.001). Data are not
shown. These findings confirm previous observations.>**2*

Migration and Phagocytosis

To evaluate the early steps in the defense of the innate immune
system against bacteria after stroke, the chemotactic and
phagocytic capacities of blood cells were determined. Ex
vivo migration toward the chemotaxin fMLP was assessed
in a standard transwell assay in granulocytes and monocytes;
this migration was unaltered in patients with stroke on day 1
(data not shown). The phagocytosis of fluorescently labeled E
coli by granulocytes and monocytes was quantified ex vivo.
We analyzed the percentages of phagocytosing cells and the
number of phagocytosed bacteria per cell as reflected by MFIL.
In samples from control subjects, 80% of granulocytes and
70% of monocytes phagocytosed E coli (median values); the
percentage of phagocytosing cells did not significantly dif-
fer between patients with stroke and controls (Figure 1A and
1C). The efficacy of phagocytosis (MFI) also remained unal-
tered in both cell types after stroke (Figure 1B and 1D). Taken
together, these ex vivo data show that during the acute phase
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Figure 1. Percentage and efficacy of phagocytosis. The percent-
age of phagocytosing cells (A and C) and the efficacy of phago-
cytosis defined as mean fluorescence intensity (MFI) (B and D)
for control subjects (white) and patients with stroke (gray). Granu-
locytes (dark gray, A and B) and monocytes (light gray, C and D)
were investigated. Patient samples were obtained on admission
(d0), the next morning (d1), and on days 3, 5, and 7 (d3, d5, d7).

Mool a0, 1,557~ 10, 11,16, 17,12, 12. A-D, Kruskal-Wallis test. A,
P=0.1230; B, P=0.9682; C, P=0.9657; and D, P=0.3637. Medians
and interquartile ranges are shown.
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of stroke, migration and phagocytosis remain intact in granu-
locytes and monocytes.

Oxidative Burst
Oxidative burst is an efficient means used by phagocytes to
kill internalized bacteria. Therefore, we determined whether
stroke altered the percentage or efficacy of oxidative burst in
our samples. In granulocytes, spontaneous oxidative burst was
observed in 3.9% of cells in the control samples. The baseline
oxidative burst activity of the granulocytes of patients with
stroke was significantly reduced throughout the first week
compared with controls (P=0.0011). The strongest effect
was seen on day 5, when spontaneous oxidative burst only
occurred in 1.0% of granulocytes (Figure 2A). This observa-
tion was paralleled by a highly significant reduction in the
oxidative burst efficacy of granulocytes (P=0.0001), which
persisted throughout the observation period (Figure 2C).

fMLP acts as weak stimulant of oxidative burst; it induced
burst in 7.2% of granulocytes derived from age-matched
controls. In patients with stroke, the percentage of bursting
granulocytes was lower at all time points, but this difference
did not achieve statistical significance (Figure 2B). However,
the efficacy of oxidative burst induced in granulocytes was
strongly reduced in patients with stroke compared with con-
trols (P=0.0001; Figure 2D). E coli and PMA strongly stimu-
lated oxidative burst in virtually all granulocytes of controls.
Under the influence of these supramaximal stimuli, granu-
locytes from patients with stroke were as likely to burst as
those from controls (Figure IA and IB in the online-only Data
Supplement). The efficacy of bursting was also unaltered
(Figure IC and ID in the online-only Data Supplement).

In monocytes, spontaneous oxidative burst was observed in
3.0% of the cells in control samples. After stroke, the percentage

A unstimulated B fMLP
8 — 25
%6 2
-‘g 15
=4 10
2 6
0 o*
c = D — oo
6 e — 6y e ——
24 4
x
L2 2
0 0
control 0 di d3 dS5 d7 control d0 d1 d3 d5 d7

Figure 2. Granulocyte oxidative burst under different stimuli.
Oxidative burst analysis was performed for samples from healthy
control subjects (white bars) and patients with stroke (gray bars)
taken on admission (d0), the next morning (d1), and on days 3, 5,
and 7 (d3, d5, d7). We evaluated the percentage of bursting cells
(A and B) and the efficacy (defined as mean fluorescence intensity,
MFI) of oxidative burst (C and D). Unstimulated samples (A and

C N oo a0, 1.3.5, 7~ 19, 36, 43, 39, 36, 27) and samples stimulated
by N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine (fMLP) (B and D;

N o c0.1.3.5 7= 195 37, 45, 41, 33, 26) were used to quantify granu-
locytic oxidative burst. A-D, Kruskal-Wallis test. A, P=0.0011; B,
P=0.1626; C, P=0.0001; and D, P=0.0001; Dunn'’s Multiple Com-
parison Test; *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.005; *P<0.05; **P<0.01;
***P<0.005. Medians and interquartile ranges are given.
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Figure 3. Monocyte oxidative burst under different stimuli. Oxi-
dative burst analysis was performed for samples from healthy
control subjects (white bars) and patients with stroke (gray bars)
taken on admission (d0), the next morning (d1), and on days 3,
5, and 7 (d3, d5, d7). We evaluated the percentage of bursting
cells (A and B) and the efficacy (defined as mean fluorescence
intensity, MFI) of oxidative burst (C and D). Unstimulated sam-
ples(Aand C;n_,. .\ . 1 45,=15, 36, 43, 39, 36, 27) and samples
stimulated by N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine (fMLP) (B
andD;n_ 046 ,=15, 37, 45, 41, 33, 26) were used to quantify
monocytic oxidative burst. A-D, Kruskal-Wallis test. A, P=0.0318;
B, P<0.0001; C, P<0.0001; and D, P<0.0001; Dunn’s Multiple
Comparison Test; “P<0.05; **P<0.01; ***P<0.005. Medians and
interquartile ranges are given.

(P=0.0318) and the efficacy (P<0.0001) of spontaneously
occurring oxidative burst were strongly reduced in monocytes
(Figure 3A and 3C). This reduction was also observed after
mild stimulation with fMLP (Figure 3B and 3D). PMA and E
coli were supramaximal stimuli for peripheral blood monocytes
derived from patients with stroke (Figure ITA and IIB in the
online-only Data Supplement); whereas in age-matched con-
trols, some monocytes remained resistant to even these strong
stimuli. The oxidative burst efficacy remained largely unaltered
(Figure IIC and IID in the online-only Data Supplement).

Taken together, these observations indicate an impaired oxi-
dative burst response in granulocytes and monocytes derived
from patients with stroke. This impairment was overcome by
supramaximal stimulation.

Burst Related to Stroke Volume and

Neurological Deficit

We assessed whether the degree of oxidative burst inhibition
was related to neurological deficit or to the size of the ischemic
lesion. Similar to other changes seen in SIIAs, there was no
robust correlation among these parameters (data not shown).

Oxidative Burst and SAI

To determine whether early impairment of oxidative burst pre-
disposes patients to subsequent infection, we compared granu-
locyte (data not shown) and monocyte (Figure 4A—D) function
of patients with and without SAT on admission. There was no
significant difference observed for the percentage of bursting
cells (data not shown). The oxidative burst efficacy tended to
be lower in patients who developed infection; however, vari-
ability was pronounced. Remarkably, on admission, E coli—
induced oxidative burst efficacy was significantly impaired in
monocytes derived from patients with SAI (Figure 4C).
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Figure 4. Comparison of patients without (SAl-)
and with stroke-associated bacterial infections
(SAl+). Efficacy (defined as mean fluorescence
intensity, MFI) of oxidative burst by monocytes
was compared between patients without SAI
(white bars) and patients with SAl (gray bars)
on admission (d0) for unstimulated cells (SAl-
n,=11; SAl+ n =6) and different stimuli like
N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine (fMLP)
(SAl- n=12; SAl+ n =5), Escherichia coli (SAl-
n,,=12; SAl+ n =6), and phorbol 12-myristate
13-acetate (PMA; SAl- n =12; SAl+ n_=4).
A-D, Mann-Whitney test. A, P=0.9353; B,

PMA

ﬁi | NEFS

As expected, patients with subsequent infections had
more severe disease, with much larger lesions (Table I in the
online-only Data Supplement). In good agreement with previ-
ous observations by us and by others,™''* granulocytes were
increased in patients with SAIs (median, SAI+ =53.3%,
84.3%, 76.0%, 79.0%, 82.2%; median, SAl- .. =56.8%,
70.3%, 67.5%, 55.7%, 64.1%; P=0.0004); whereas mono-
cytes remained unaltered. Metanephrine serum concentrations
did not differ significantly between patients with and without
SAI (Table I in the online-only Data Supplement).

do,1,35.7

In Vitro Effects of Stress Hormones and
Acetylcholine on Phagocyte Function

Stress hormones have been suggested to act as central regulators
of SITAs®*2; some characteristics of SIIAs can be mimicked in
cell culture by adding catecholamines.” Here we investigated,
whether the alterations observed in patients with stroke derived
phagocytes could be induced in samples from healthy individu-
als by in vitro exposure to the catecholamines epinephrine and
norepinephrine, the glucocorticoid dexamethasone or acetyl-
choline. Phagocytosis remained unaltered in monocytes and
granulocytes in all conditions investigated (data not shown).

In contrast, the fraction of phagocytes spontaneously gen-
erating an oxidative burst was decreased after treatment with
norepinephrine (Figures IIIA and IVA in the online-only Data
Supplement). Dexamethasone inhibited burst in all stimu-
lated conditions (Figures IIIB, IIIC, TVB, and IVC in the
online-only Data Supplement); whereas the effect of catechol-
amines was most pronounced in E coli-stimulated monocytes
(Figures IIIC and IVC in the online-only Data Supplement).

unstimulated B

—~ 200 .
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E
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5 1500
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control d1 ds control

P=0.5621; C, P=0.0131; and D, P=0.5048;
Dunn’s Multiple Comparison Test; *P<0.05.
Medians and interquartile ranges are given.

Because other cell functions remained intact, this observation
is not attributable to toxicity.

HNPs1to3

The serum concentrations of HNPs 1 to 3 were increased in
patients with stroke but, when the data were corrected for granulo-
cyte counts, no differences were detected (data not shown).

NETs in Stroke
After NETosis by neutrophils, pathogens are trapped within
nets of condensed chromatin. We quantified the percentage
(median) of NETosing cells and assessed the area (median)
covered by a cell undergoing NETosis (efficacy; Figure SA-C).
Without stimulation, 2.1% of granulocytes from samples from
healthy controls released NETs with an area of 472 pm?, similar
to granulocytes from patients with stroke on days 1 (2.0%; 504
um?) and 5 (2.3%; 447 pm?). Stimulation with fMLP or PMA
induced strong NETosis in granulocytes from control subjects
(fMLP: 5.6% [range 1.7%-41.2%); PMA: 17.3% [range 3.7%—
49.8%]). In stroke-derived cells, the fraction of cells undergoing
NETosis in response to fMLP or PMA stimulation was unal-
tered on days 1 and 5 (fMLP: d1: 7.6% [range 0.5%—15.4%]; d5:
7.9% [0.9%—19.9%]; PMA: dl: 12.7% [range 1.6%-33.1%],
d5: 17.7% [range 8.7%—-52.6%]). However, the efficacy of
NETosis was significantly reduced on day 1 after stroke (fMLP:
P=0.0128; PMA: P=0.0004; Figure 5B and 5C; Figures VA, VB,
VIA, and VIB in the online-only Data Supplement). On day 5,
the efficacy of NETosis in stroke was again indistinguishable
from controls (Figure 5B and 5C; Figures VA, VC, VIA, and
VIC in the online-only Data Supplement).

MLP C PMA

d1 ds control d1 ds

Figure 5. Neutrophil extracellular traps (NET) formation. Isolated neutrophils from patients with stroke (gray bars) obtained on day 1
or day 5 after stroke were compared with samples from healthy controls (white bars). Cells were examined in unstimulated conditions

(A;n

control, d1, 5

12-myristate 13-acetate (PMA; C; n

=12, 15, 15) and after stimulation with N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine (fMLP) (B; n,

=12, 12, 14) or phorbol

control, d1, 5

=12, 15, 15). A-C, Kruskal-Wallis test. A, P=0.3657; B, P=0.0128; and C, P=0.0004; Dunn’s

Multiple Comparison Test; *P<0.05; "'3'75<0 001. Medians and interquartile ranges are shown.
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Discussion
Whether the innate immune system is impaired in patients
with stroke is unknown. Therefore, we investigated monocyte
and granulocyte functions involved in bacterial defense.

Although migration and phagocytic functions remained
intact in monocytes and granulocytes in the present inves-
tigation, the key mechanisms required for bacterial killing,
oxidative burst, and NETosis were significantly impaired in
patients with stroke. These findings are in good agreement
with a study describing impaired burst in 17 patients with
hemorrhagic stroke."

Stroke localization and stroke lateralization have been sug-
gested to contribute to the extent of immunologic changes seen
in patients with stroke.””* This could explain our finding that
oxidative burst was not correlated to stroke severity in our cohort.

The alterations in NETosis were transient and had normal-
ized on day 5, inhibition of oxidative burst persisted throughout
the study period. Because these impaired phagocyte responses
were present on admission and on day 1, they could contribute
to susceptibility for SAI, which typically manifest around day 3.

To explore whether the changes seen in the bactericidal
functions in cells of the innate immune system correlate with
SAl in our patient cohort, we compared patients who remained
completely free from infection (SAI-) and those with sub-
sequent severe systemic infection (SAI+) according to pre-
defined criteria. There were no significant differences between
patients who are SAI+ and SAI- with respect to granulocyte
oxidative burst function. In monocytes, E coli-induced oxida-
tive burst was reduced on admission in patients with SAIL This
was not observed for other stimuli. It is tempting to speculate
that the in vitro response to a bacterial stimulus would be most
closely related to the in vivo situation.

Stress hormones and especially catecholamines have been
identified because important mediators of several SITAs and
catecholamine serum concentrations have been correlated with
SAL**We observed that in vitro exposure of granulocytes and
monocytes to catecholamines did not alter phagocytosis but
inhibited oxidative burst. Thus, the results of our cell-culture
experiments parallel our ex vivo findings and strengthen the
case for a causal role of catecholamines in SIIAs.

We are aware of the limitations of the current study: The
in vitro testing of key steps of bacterial defense mechanism
was performed in cells derived from the peripheral blood of
healthy donors and patients with stroke. Although this approach
is often used in patient studies, it does not extend to cells that
have left the blood stream to accumulate at the site of infec-
tion, also it does not address the clearance of bacteria from the
host. Experimental stroke models will be required to clarify the
causal relationship between impairment of phagocyte functions
and SAI and to determine bacterial clearance from the host.

To further delineate the relationship of phagocyte function,
stroke localization and infection larger patient cohorts will
have to be studied; such a study will also reveal whether our
in vitro finding that stress hormones impair phagocyte func-
tion is reflected in patients with stroke.

Stroke-induced alterations in adaptive immune function,
especially the strong reduction of blood lymphocyte counts, are
closely associated with early bacterial infection.*** Although
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this correlation is robust, it is difficult to explain how the adap-
tive immune system affects the early defense against bacteria.
Considering that catecholamines, which suppress phagocyte
function in vitro and have been shown to induce lymphocy-
topenia, the stress hormones could be the missing link in this
mechanism. Reducing oxidative burst and NET formation
impairs the defense against bacteria and thus increases the risk
of infection. We propose that peripheral blood lymphopenia
can serve as a biomarker of such innate immune defects, which
are newly recognized features of SITA. Whether the persistent,
profound lymphopenia observed in some patients with stroke
affects early innate defense mechanisms merits further study.

Conclusions
We have demonstrated the impairment of bactericidal phago-
cyte function in patients with stroke. This impairment is a
novel aspect of SITA. We hypothesize that the suppression of
bacterial killing is causally related to the enhanced infection
risk of patients with stroke.
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orrection

The version of the article, “Stroke Alters Respiratory Burst in Neutrophils and Monocytes™ by
Ruhnau et al (Stroke. 2014:45:794-800) that published online ahead-of-print on February 12,2014,
a correction was needed.

The published article was a prior version.

This has been corrected in the online and print version of the article.

(Stroke. 2014:45:¢68.)
© 2014 American Heart Association, Inc.

Stroke is available at http://stroke.ahajournals.org DOI: 10.1161/STR.0000000000000019

e68

48



SUPPLEMENTAL MATERIAL
Supplemental methods

Migration

Cell migration was assayed using the MIGRATEST Kit® (Glycotope Biotechnology GmbH, Heidelberg,
Germany) according to the manufacturer’s instructions. Briefly, leukocyte-rich plasma was extracted from
whole blood. The bottom chamber of the test equipment was filled with either 350 pL. of incubation buffer
(control conditions) or incubation buffer enriched with the chemotactic peptide N-formyl-Met-Leu-Phe
(fMLP; stimulated conditions, 50 nM fMLP final concentration). One hundred microliters of leukocyte-rich
plasma were added into the top chamber. Cells were allowed to migrate for 30 min at 37 °C, 5% CO2, before
the number of migrated cells was counted. Fluorescein isothiocyanate (FITC)-labeled antibody against L-
selectin, propidium iodide for vital staining, and counting beads were added (5000 beads were counted).
Propidium iodide staining was used to exclude dead cells. Since cell activation is inversely correlated with
L-selectin expression ' downregulation of L-Selectin can be used as an activiation marker.

The effect of fMLP on cell activation was therefore assessed by calculating

(percentage selectin-negative cellsstimulated) - percentage selectin-negative cellsunstimulated) =

fMLP-induced activation.

The migratory activity of the cells was determined as the ratio of cells to beads under stimulated and
unstimulated conditions. Fluorescence-activated cell sorting (FACS) analysis

was performed on a BD LSR II (BD Biosciences, San Jose, CA, USA).
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Supplemental Tables
Suppl Table |

Characteristics of Patients that fullfilled all criteria of SAI (SAl+ patients) and those that did not match any criteria of SAl (SAl-patients)

Age Sex NIHSS on 1. day of Type of Bacterial Nasogastric rtPA tx Additional Metanephrine SAI status
admission __infection infection culture tubes/dysphagia Thrombectomie risk factors (ng/1)
55 m 16 Day1 Pneumonia Negative yes, dayl Thrombectomy/  Craniotomy n.d. SAl+
i.a. rtPA
60 m 19 Day 3 P i Negative yes day 1 no Cranis <15 SAl +
72 f 17 Day 3 P i Negativ dysphagi no None 20 SAIl +
82 m 17 Day5 Pneumonia Klebsiella Yes i.v. rtPA None 35 SAl +
85 f 18 Day3 Pneumonia MRSA yes, day 2 no Ulcus cruris 87 SAl +
70 m 22 Day 2 P i yes no None 133 SAl +
63 m 13 Day3 unknown Negative yes no Craniotomy nd. SAl +
71 m 8 Day 1 Pneumonia Negative yes no ICU <15 SAl +
93 f 7 n.a. n.a. na. no iv. rtPA None 55 SAI -
78 m 23 n.a. n.a. n.a. yes no None 91 SAI -
65 f 7 n.a. na. na. no no None 44 SAI -
86 m 6 n.a. n.a. n.a. no i.v. rtPA None 45 SAI -
71 f 6 n.a. na. n.a. no no None <15 SAl -
77 f 8 n.a. n.a. na. no i.v. rtPA None 44 SAI -
68 f 6 n.a. n.a. n.a. no no None 20 SAI -
77 m 9 n.a. n.a. n.a. no no None 55 SAI -
80 f 8 n.a. n.a. n.a. no None 54 SAI -
92 m 6 n.a. n.a. n.a. no None <15 SAI -
62 m 13 n.a. na. na. no None 39 SAl -
72 f 6 n.a. n.a. n.a. no None NA SAI -
75 m 11 n.a. n.a. n.a. no None NA SAl -
79 m 7 n.a. n.a. n.a. yes None NA SAI -

SAl status was determined as stated in the methods section, thrombectomy and local (i.a.) and systemic (i.v.) rtPA treatment was performed as clinical
indicated. Bacterial cultures were obtained on the basis of clinical suspicion, therefore no cultures were obtained in patients without clinical signs of infection;
craniotomy was performed in patients with malignant infarction. Metanephrine levels as determined on admission.

Abbreviations: NIHSS: NIH stroke scale score; MRSA: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus; rtPA tx : treatment with recombinant tissue plasminogen
activator; ICU: intensive care unit; i.v. intravenous; i.a. intraarterial; n.a.: not applicable; n.d. not determined
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Supplemental figures and figure legends
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Suppl. Fig.I: Granulocytic oxidative burst under different stimuli.

Oxidative burst analysis was performed for samples from healthy control subjects (white bars) and stroke
patients (grey bars) taken on days on admission (d0), the next morning (d1), and on days 3, 5, and 7 (d3, d5,
d7). We evaluated the percentage of bursting cells (A, B) and the efficacy (MFI) of oxidative burst (C, D).
27) stimulated samples were used to quantify granulocytic oxidative burst. A-D: Kruskal-Wallis test (A: p =
0.1640), (B: p=0.4156), (C: p =0.4958), (D: p = 0.8522). Medians and interquartile ranges are given.
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Suppl. Fig.II: Monocytic oxidative burst under different stimuli.

Oxidative burst analysis was performed for samples from healthy control subjects (white bars) and stroke
patients (grey bars) taken on days on admission (d0), the next morning (d1), and on days 3, 5, and 7 (d3, d5,
d7). We evaluated the percentage of bursting cells (A, B) and the efficacy (MFI) of oxidative burst (C, D).
E. coli (A, C; neontrol. do. 1, 3.5.7 = 15, 36, 45, 40, 36, 25), or PMA (B, D; ncontrol. do. 1.3.5.7 = 15, 36, 44, 40, 35,
27) stimulated samples were used to quantify monocytic oxidative burst. A-H: Kruskal-Wallis test (A: p =
0.0137), (B: p = 0.0110), (C: p = 0.5293), (D: p = 0.2967); Dunn's Multiple Comparison Test; *p < 0.05;
**p <0.01. Medians and interquartile ranges are given.
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Suppl. FigIII: In vitro stress hormone effects on granulocyte function.
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Effect of in vitro administration of 1 x 10~ M epinephrine (E) and norepinephrine (NE), 2.5 x 10° M
dexamethasone (D) or 5.5 x 10° M acetylcholine (A) compared to the untreated condition (U) on oxidative
burst in granulocytes in unstimulated cells (A) or in cell stimulated with fMLP (B) or E. coli (C). n = 5; A-
C: Kruskal-Wallis test (A: p =0,0837), (B: p = 0.0490), (C: p = 0,0333), Dunn's Multiple Comparison Test;
*p < 0.05. Whiskers depict maximal and minimal values.
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Suppl. Fig.IV: In vitro stress hormone effects on monocyte function.

Effect of in vitro administration of 1 x 10~ M epinephrine (E) and norepinephrine (NE), 2.5 x 10° M
dexamethasone (D) or 5.5 x 10™° M acetylcholine (A) compared to the untreated condition (U) on oxidative
burst in monocytes in unstimulated cells (A) or in cell stimulated with fMLP (B) or E. coli (C). n=5; A-C:
Kruskal-Wallis test (A: p = 0,0292), (B: p=0,0275), (C: p = 0,0040), Dunn's Multiple Comparison Test; *p
<0.05; **p <0.01. Whiskers depict maximal and minimal values.
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Fig.V A B
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SYTOX Green-stained cells illustrate NET formation in samples from controls (A) or stroke patients on day
1 (B) and day 5 (C) following fMLP stimulation. Scale bar = 63 pum; exposure time = 170 ms.

Fig. VI A B c
PMA
d5

control d1
SYTOX Green-stained cells illustrate NET formation in samples from controls (A) or stroke patients on day
1 (B) and day 5 (C) following PMA stimulation. Scale bar = 63 pm; exposure time = 170 ms.

Suppl. Fig.V: NET formation following fMLP stimulation.

Suppl. Fig.VI: NET formation following PMA stimulation.
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