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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 überarbeitete Definition veröffentlicht. Diese beschreibt den Schlaganfall als 

klinisches Ereignis, das durch neurologische Symptome in Erscheinung tritt, die mit hoher 

Wahrscheinlichkeit auf einen unterbrochenen Blutfluss hirnversorgender Gefäße und die 

damit verbundenen Zelluntergänge zurück zu führen sind und über mindestens 24 Stunden 

persistieren. Man unterscheidet den ischämischen Schlaganfall, bei dem 

mikroangiopathisch, hämodynamisch oder durch einen thrombotischen oder embolischen 

Gefäßverschluss eine Minderperfusion erfolgt, vom hämorrhagischen, welcher durch die 

Ruptur eines gehirnversorgenden Gefäßes gekennzeichnet ist.1 Allein in Deutschland wurden 

im Jahr 2008 262 000 Schlaganfälle registriert, von denen 196 000 auf Erstereignisse 

zurückzuführen waren. Mit 8 Prozent aller in Deutschland aufgetretenen Todesfälle liegt der 

Schlaganfall auf Platz drei der häufigsten Todesursachen hinter den Herz-Kreislauf- und 

Krebserkrankungen. Gleichzeitig stellt er den häufigsten Grund für eine erworbene 

Behinderung im Erwachsenenalter dar und führt bei einem hohen Anteil der Fälle zur 

Entwicklung schwerer Depressionen.2; 3 

Prognostisch relevant ist neben der Schwere der neurologischen Symptome und der Größe 

des Infarkts vor allem das Auftreten von Sekundärinfektionen. Die Infektionsrate nach 

Schlaganfall liegt bei 24 – 36 Prozent, wobei Pneumonien und Harnwegsinfekte die 

häufigsten Komplikationen darstellen.4;5 Diese Infektionen erhöhen unabhängig von anderen 

Risikofaktoren wie beispielsweise dem Alter des Patienten das individuelle Outcome und die 

Mortalität.6–10 Dabei ist bereits Fieber, das sich infolge des Infarkts entwickelt, mit schweren 

bleibenden Defiziten assoziiert.11  

Eine solche Infektionsneigung ist neben den Faktoren der neurologischen Defizite und 

Immobilisation vor allem auf eine gestörte zellvermittelte Immunantwort in Folge einer  

globalen Immunsuppression in der Milz, dem Thymus, den Lymphknoten und der 

Blutzirkulation nach Schlaganfall zurück zu führen.12; 13 Sie dient dabei vermutlich in erster 

Linie der Abschirmung des geschädigten Hirngewebes vor möglichen Autoimmunprozessen, 

welche sowohl zu destruktiven als auch zu reparativen Veränderungen führen können.14; 15 

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



6 

 

dabei sowohl positive als auch negative Effekte, wobei die Balance zwischen pro- und 

antiinflammatorischen Zytokinen von hoher prognostischer Relevanz ist.16; 17 Kritisch für den 

Patienten ist, dass die durch einwandernde Leukozyten produzierten Zytokine zusätzlich 

Astrozyten und Mikroglia aktivieren und diese wiederum zu einem proinflammatorischen 

Milieu beitragen.18;19 Diese lokale Entzündungsreaktion führt zur sekundären 

Infarktvergrößerung. Zusammen mit der folgenden Immunsuppression, einer erhöhten 

Infektanfälligkeit mit Sekundärinfektionen und der daraus resultierenden 

proinflammatorischen Immunlage schließt sich eine Art Teufelskreis.20 Wenngleich das 

adaptive Immunsystem stark an den zentralen und peripheren Prozessen nach Schlaganfall 

beteiligt ist, so findet sich dennoch keine eindeutige Hirngewebezerstörung im Sinne einer 

Autoimmunreaktion.21 

Als frühe 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.22 Gleichzeitig fanden sich bei isolierten T-

Lymphozyten in funktionellen Studien in vitro keine nachweisbaren Funktionsdefizite.23–25 

Für eine abgeschwächte Immunantwort nach Schlaganfall spricht auch die Beobachtung 

einer abgeschwächten Effizienz kostimulatorischer Zellen im Blut, sowie eine veränderte 

Funktion leberspezifischer natürlicher Killerzellen im Schlaganfallmodell.26;27 Als einer der für 

die vielfältigen Organveränderungen genutzten Signalwege stellt sich die HPA-Achse und das 

noradrenerge System dar, da deren Blockade zur verminderten Immunsuppression und 

wiederum verstärkten Autoreaktivität gegen ZNS-Antigene führt.28- 30  

Um die erhöhte Anfälligkeit für bakterielle Infektionen nach einem Schlaganfall zu erklären, 

ist die genaue Untersuchung des angeborenen Immunsystems sowie dessen mögliche 

Veränderungen unabdingbar.31 Während dort im peripheren Blut eine Granulozytose zu 

beobachten ist, bleibt die Zahl der Monozyten unverändert. Diese exprimieren jedoch in 

Folge des Schlaganfalls weniger humanes Leukozytenantigen der Klasse DR (HLA-DR), ein 

Oberflächenrezeptor, der zur Antigenpräsentation dient, und zeigen eine reduzierte 

Produktion des Tumornekrosefaktor-α (TNF- α), welcher eine wichtige Funktion als 

proinflammatorisches Zytokin besitzt.25; 26; 32; 33  

Diese Erkenntnisse zur beeinträchtigten adaptiven Immunlage verknüpft mit den möglichen 

Veränderungen in der Kommunikation beider Anteile des Immunsystems eröffnen dabei die 
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Frage nach der Rolle und möglichen Veränderungen des angeborenen Immunsystems und 

dessen frühen Abwehrmechanismen in Folge eines Schlaganfalls. 

Eine wesentliche Fähigkeit 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 über die Gefäßwand zu 

migrieren. Dort angekommen können sie über so genannte Toll-Like-Rezeptoren (TLR) 

Oberflächenstrukturen von Pathogenen erkennen und diese im Prozess der Phagozytose 

durch Vesikelbildung endozytieren. Mittels enzymatisch gebildeter reaktiver Stickstoff- und 

Sauerstoffspezies werden die internalisierten Pathogene schließlich abgetötet und zersetzt. 

Es konnte bereits gezeigt werden, dass die veränderte Genexpression von TLR-2 und -4 nach 

Schlaganfall mit dem Outcome korreliert.34 

Im Rahmen der so genannten NETose besitzen neutrophile Granulozyten zusätzlich die 

Fähigkeit kondensiertes Chromatin, verknüpft mit Enzymen wie der Myeloperoxidase und 

der neutrophilen Elastase, in den Extrazellulärraum abzugeben. Die dabei entstehenden 

Strukturen werden als neutrophil extracellular traps (NET) bezeichnet und dienen der 

Anhaftung, Opsonierung und Abtötung von Pathogenen unmittelbar vor Ort.35 

In vorausgegangenen Studien wurde gezeigt, dass die Phagozytosefähigkeiten bei Patienten 

mit systemischer Infektion oder traumatisch bedingten Gehirnverletzungen gestört sind.36; 37 

Bei Menschen über 65 Jahren ist die Phagozytose allgemein vermindert.38 

Um das Verständnis der Schlaganfall induzierten Immunbeeinträchtigung und geschwächten 

Infektabwehr zu verbessern, wurden die drei beschriebenen Mechanismen der frühen 

Immunabwehr – Migration, Phagozytose und NETose – hinsichtlich möglicher 

Veränderungen nach ischämischem Schlaganfall untersucht. 

 

Die angehängte 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 aufgeführten Patienten- und Kontrollpopulation. 

Dabei gehe ich ebenfalls auf nicht veröffentlichte, ergänzende Ergebnisse ein.  
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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 auszuschließen, durften zur Aufnahme 

des Weiteren die Blutspiegel des C-reaktiven Proteins nicht über 50 mg/L und des 

Procalcitonins nicht über 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 März 2013 in der 

Klinik für Neurologie der Universitätsmedizin 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 

durchgeführt. 

Als altersangepasste Kontrollen dienten entweder gesunde Probanden oder Patienten der 

Augenklinik der Universitätsmedizin Greifswald, die für eine Kataraktoperation 

aufgenommen waren und keine neurologischen oder malignen Vorerkrankungen besaßen. In 

der Tabelle ist die untersuchte Subkohorte hinsichtlich Kontroll- und 

Patientencharakteristika dargestellta. 

 

 

 

                                                           
a Die in der Tabelle sowie den Abbildungen 1 und 2 aufgeführten Patienten- und Kontrollkohorten entsprechen 

jeweils Subkohorten der in der angehängten Publikation aufgeführten Gruppen. 

 Anzahl Alter* NIHSS# männlich weiblich 

Kontrollen 22 73.41           

(50-87) 

n.z. 12 10 

Patienten 33 73.18          

(29-90) 

12.69            

(6-20) 

21 12 

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

Es erfolgte unmittelbar nach Aufnahme, noch vor einer möglichen 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 Migrationsfähigkeit der Granulozyten und Monozyten wurde mit Hilfe des MIGRATEST 

Kit® (Glycotope Biotechnology GmbH, Heidelberg) nach den Herstellerrichtlinien 

durchgeführt. Dabei wurde leukozytenreiches Plasma aus heparinisiertem Vollblut durch 

Sedimentation in einem Separationsmedium gewonnen. In einem Zweikammersystem 

diente eine Membran mit einer Porengröße von 3.0 µm als Migrationsbarriere, die die Zellen 

nur durch aktive Veränderung ihrer Form passieren konnten. In der unteren Kammer 

herrschte entweder Kontrollbedingung durch Zugabe von 350 µL Inkubationspuffer oder 

Stimulationsbedingung durch die zusätzliche Zugabe des chemotaktischen Peptids N-formyl-

Met-Leu-Phe (fMLP) mit einer Endkonzentration von 5x10-8 M. In die Kammer oberhalb der 

Trennmembran wurden 100 µL des leukozytenreichen Plasmas gegeben. Dieser Ansatz 

wurde daraufhin bei 37 °C und 5 % CO2-Sättigung für 30 Minuten inkubiert, um so eine 

Migration in die untere Kammer zu ermöglichen. Nach der Inkubation wurde die obere 

Kammer mit der Membran entfernt und ein Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-markierter 

Antikörper gegen L-Selektin, Propidiumiodid (PI) zur Lebendfärbung und Zählbeads der 

verbleibenden unteren Kammer hinzugefügt.  

Die  Probenmessung erfolgte durch eine fluorescence-activated cell sorting (FACS)-Analyse 

und wurde mit Hilfe eines BD LSR II (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) durchgeführt.  

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

zum Ausschluss toter Zellen diente. Da die Expression von L-Selektin indirekt mit der 
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Aktivierung der Zellen korreliert39, wurde sie als Variable für den Aktivierungszustand der 

Zellpopulationen bestimmt.  

 

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

unstimulierten Ansatz wie folgt berechnet: 
 

AfMLP = Selektin--Zellen stimulierter Ansatz [%] – Selektin--Zellen unstimulierter Ansatz [%] 

 

Die Migrationsaktivität berechnete sich wie folgt: 
 

𝑀𝑖𝑔𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛𝑠𝑎𝑘𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡ä𝑡 =  
𝑍𝑒𝑙𝑙𝑧𝑎ℎ𝑙

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 membrangängigen Quench-Lösung zerstört. 

Zur Durchführung wurde das PHAGOTEST Kit® (Biotechnology GmbH, Heidelberg) 

entsprechend der vom Hersteller angegeben Instruktionen verwendet. Dazu diente 

heparinisiertes Vollblut, das mit FITC-markierten E.coli für 10 Minuten bei 37 °C inkubiert 

wurde, als aktivierte Probe. Eine Kontrollprobe wurde während der Inkubationszeit auf Eis 

gelagert, um ein mögliches Hintergrundsignal bestimmen zu können. Nach der Inkubation 

wurden alle Proben auf Eis gelegt und das FITC-Signal nicht phagozytierter E.coli mit Hilfe der 

Quench-Lösung zerstört. Nach der Lyse der Erythrozyten und anschließenden 

Waschschritten wurde 4‘,6-Diamidino-2-Phenylindol (DAPI) zur Färbung und zum Ausschluss 

von Zelldebris und toten Zellen hinzugegeben. Ein mit Allophycocyanin (APC) markierter 

Anti-CD14-Antikörper (hCD14 antigen presenting cell; clone M5E2; BD Biosciences) wurde 

zur späteren Unterscheidung von Monozyten und neutrophilen Granulozyten verwendet. 

Die Phagozyten wurden mittels FACS an einem BD LSR II hinsichtlich des FITC-Signals 

internalisierter E.coli untersucht, dabei wurden 105 Zellen aufgenommen. 
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Für die Phagozytoserate neutrophiler Granulozyten wurde zunächst der Anteil 

phagozytierender CD14--Zellen (ApZCD14-)eines jeden Ansatzes wie folgt berechnet: 

ApZCD14-      =      FITC+-Granulozyten × 100 %  

                            alle Granulozyten 
 

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

folgender Berechnung:  
 

Phagozytoserate = ApZCD14- aktiviert  –  ApZCD14- Kontrolle 

 

Die Phagozytoserate der Monozyten wurde gleichermaßen in der Population der CD14+-

Zellen bestimmt. 

Die Effizienz der Phagozytose wurde über die Menge phagozytierter E.coli je Phagozyt 

ermittelt, welche sich über die mittlere Fluoreszenzintensität (MFI) FITC+-Zellen darstellen 

ließ. 

 

2.4.2 Fluoreszenzmikroskopisch gestützte Durchflusszytometrie 

Um im Phagozytoseversuch ex vivo eine stattgefundene Internalisierung der 

fluoreszenzmarkierten E.coli zu bestätigen und von einer Adhäsion der Bakterien an die 

Zellmembran abzugrenzen, wurde der Versuch einmalig mit Hilfe eines 

fluoreszenzmikroskopisch gestützten Durchflusszytometers vom Typ ImageStreamx (Amnis, 

Seattle, WA, USA) ausgewertet. Dazu wurden Aufnahmen von Zellen im Durch- und 

Fluoreszenzlicht für das FITC- (E.coli) und APC-Signal (CD14) angefertigt. Durch Überlagerung 

dieser Bilder können Oberflächenstrukturen, wie das CD14-Molekül, die Zellgrenzen sowie 

ein mögliches intrazelluläres Fluoreszenzsignal phagozytierter Bakterien in der Aufnahme 

optisch voneinander abgegrenzt werden. 

 

2.4.3 Phagozytoseuntersuchung in vitro 

Um mögliche Einflüsse von Stresshormonen oder Neurotransmittern auf das 

Phagozytensystem zu untersuchen, wurde heparinisiertes Vollblut bei 37 °C und 5 % CO2-

Sättigung über 24 Stunden unter Zusatz von Noradrenalin oder Adrenalin (beide Sigma, 

Deisenhofen, 1x10-7 M Endkonzentration) oder Dexamethason (MerckPharmaGmbH, 
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Darmstadt, 2.5x10-6 M Endkonzentration) oder Acetylcholin (Sigma, Deisenhofen, 5.5x10-6 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. 

 

 

2.5 NETose 

Neutrophile Granulozyten wurden über einen Histopaque/Percoll-Gradienten mittels 

Zentrifugation aus heparinisiertem Vollblut gewonnen und in Hanks‘ Ballanced Salt Solution 

in einer Verdünnung von 5x104 Zellen/mL resuspendiert. Diese Zellsuspension wurde auf 

eine 24well-Platte verteilt mit je 1 mL/well und bei 37 °C und 5 % CO2-Sättigung über 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 % CO2-Sättigung über 2 Stunden wurde SYTOX Green Nucleic Acid Stain (Invitrogen, 

Eugene) zur Färbung von DNA-Strukturen hinzugefügt. 

Bei der anschließenden fluoreszenzmikroskopischen Auswertung an einem LEICA DBMI-

4000b wurden je Well 10 repräsentative Bereiche für die Aufnahme je eines Bildes im 

Fluoreszenz- und Durchlicht ausgewählt. In diesen Aufnahmen wurde die Anzahl normaler 

und NETose unterlaufender Zellen bestimmt und die fluoreszierende Fläche eines jeden 

NETs mit Hilfe der Fiji-Software (Version 1.46) gemessen, um den Prozentsatz der 

stattgefundenen NETose sowie die durchschnittliche NET-Größe zu klassifizieren. Ein NET ist 

dabei über eine Mindestfläche von 300 µm² definiert. 40 

 

 

2.6 Statistische Analyse 

Alle Daten wurden mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test hinsichtlich Normalverteilung 

überprüft. Vergleiche innerhalb verschiedener normalverteilter Datenreihen wurden mit 

Hilfe eines zweiseitigen unpaarigen t-Tests oder einer einfaktoriellen Varianzanalyse 

(ANOVA) durchgeführt. Im Falle nicht normalverteilter Datensätze wurden folgende 

nichtparametrische Tests verwendet: der Kruskal-Wallis-Test, der Dunns Test für multiple 
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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. Für alle 

Analysen wurde GraphPad-PRISM 5.0 (GraphPad Software Inc, San Diego, CA, USA) 

eingesetzt.  

 

 

 



14 

 

3 Ergebnisse 

3.1 Veränderungen des peripheren Blutes nach Schlaganfall 

Bei der hier beschriebenen Subkohorte von Schlaganfallpatienten wurde bei der 

Untersuchung des abgenommenen Blutes eine Leukozytose festgestellt. Diese war über den 

gesamten Untersuchungszeitraum im Vergleich zu den gesunden Kontrollen nachweisbar (P 

= 0.0001) mit der maximalen Ausprägung 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 gegenüber den gesunden 

Probanden mit einem Median von 59.2 % erhöht (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.). 
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Abb. 1: Leukozytose nach Schlaganfall. Im Vergleich zu Kontrollen (K, weißer Balken) zeigen die 

Patientenproben (graue Balken) an allen Untersuchungstagen (d0 – d7) eine vermehrte 

Leukozytenzahl. nK, d0, d1, d3, d5, d7 = 20, 33, 32, 30, 30, 16. Kruskal-Wallis-Test, Dunns Test für multiple 

Vergleiche. *P<0.05 **P<0.01 ***P<0.001. Mediane und Interquartilabstände werden gezeigt. 
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Abb.2: Anteilsveränderungen der Leukozyten bei Schlaganfallpatienten (graue Balken) im Vergleich 

zu gesunden Kontrollen (K, weiße Balken). Während der Anteil neutrophiler Granulozyten (A) vor 

allem an den Tagen 1-5 (d1-d5) signifikant erhöht ist, zeigt sich im gleichen Zeitraum eine signifikante 

Lymphozytopenie (B). A-B nK, d0, d1, d3, d5, d7 = 20, 16, 14, 9, 15, 4. Kruskal-Wallis-Test, Dunns Test für 

multiple Vergleiche. *P<0.05 **P<0.01 ***P<0.001. Mediane und Interquartilabstände werden 

gezeigt. 

 

 

3.2 Migration 

Für eine effektive Immunabwehr müssen Granulozyten und Monozyten entlang eines 

Zytokingradienten aus der Blutzirkulation in das infizierte Gewebe migrieren können. 

Zur Untersuchung dieser Migrationsfähigkeit wurden die Zahl der Granulozyten und 

Monozyten, die innerhalb eines Wells entlang eines fMLP-Gradienten über eine Membran 

wanderten, sowie die Herunterregulation ihres L-Selektins an der Zelloberfläche als Maß für 

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 gegenüber 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 %, während 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 

ähnlichen Grad der Aktivierbarkeit durch eine fMLP-Stimulation besitzen wie die Zellen 

gesunder Probanden.  
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Um nicht nur allein eine Aussage über den Grad der Aktivierung treffen zu können, wurden 

zusätzlich die migrierten Zellen gezählt. Zählbeads dienten innerhalb dieser Messung zur 

Standardisierung, sodass eine Migrationsaktivität bestimmt werden konnte. Da sich, wie in 

3.1 beschrieben, eine deutliche Granulozytose im peripheren Blut von Schlaganfallpatienten 

beobachten ließ, wurden die im Assay gewonnen Zell-Bead-Verhältnisse auf die 

durchschnittliche Granulozytenzahl je mL in Kontroll- oder Patientenblut normiert. 

Gleichermaßen 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 Migrationsaktivität bei 0.7 (Gpt/L)-1 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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Abb. 3: Der Prozentsatz L-Selektin negativer Zellen als Differenz zwischen stimulierter und unstimulierter 

Bedingung. Sowohl die Granulozyten (A) und Monozyten (B) der Kontrollen (weiße Balken) zeigten 

gegenüber den Zellen von Schlaganfallpatienten (graue Balken) keine signifikanten Unterschiede und 

ließen sich demnach in vergleichbarem Maße durch fMLP aktivieren. Patientenproben wurden an Tag 1 

nach Schlaganfall entnommen. A, nKontrolle, Patient=12, 14, Mann-Whitney-Test. B, nKontrolle, Patient=8, 8. 

2-Stichproben-t-Test. Mediane und Interquartilabstände werden gezeigt. 
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3.3 Phagozytose 

Der unmittelbaren Infektionsabwehr dient das Phagozytieren und enzymatische Abtöten 

spezifischer Pathogene. Um diese wichtige Fähigkeit 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 gestützte Durchflusszytometrie 

 Mit Hilfe der fluoreszenzmikroskopisch gestützten Durchflusszytometrie sollte die 

stattgefundene Internalisierung der FITC-markierten E.coli bewiesen werden. Abbildung 5 

zeigt je zwei repräsentative Aufnahmen von Granulozyten und Monozyten im Durchlicht und 

im Wellenlängenbereich der FITC-Markierung der Bakterien und des CD14-Antikörpers der 

Monozyten. Beide Zelltypen weisen deutliche Signale phagozytierter E.coli im Zellinneren 

auf, welches sich von der Zellmembran abgrenzen lässt. Es wurde unter allen aufgenommen 
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Abb. 4: Die Migrationsaktivität normiert auf ihre durchschnittliche Konzentration im stimulierten (stim.) und 

unstimulierten (unstim.) Zustand. Granulozyten (A) und Monozyten (B) weisen im Vergleich der Kontrollen (K, 

weiße Balken) mit den Zellen von Schlaganfallpatienten (P, graue Balken) keine signifikanten Unterschiede auf. Für 

die Granulozyten bestätigen 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 für multiple Vergleiche. B, 

nK unstim., P unstim., K stim., P stim.=11, 10, 9, 8, Kruskal-Wallis-Test. *P<0.05, ***P<0.001. Mediane und Interquartilabstände 

werden gezeigt. 
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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 würden, da nach Zugabe der 

Quench-Lösung kein FITC-Signal extrazellulär verblieb. 

 
 

Granulozyten 

 

Monozyten 

 

Abb. 5: Mikroskopische Aufnahmen von phagozytierenden Granulozyten (linke Spalte) und 

Monozyten (rechte Spalte). Die Überlagerung von Durchlicht und Fluoreszenzsignal der Bakterien in 

Grün (A) zeigt eine vollständige Internalisierung. Durch die Überlagerung der beiden 

Fluoreszenzsignale für E.coli in Grün und den Oberflächenrezeptor CD14 in Rot (B) ist eine 

Unterscheidung von CD14--Granulozyten und CD14+-Monozyten möglich. 

 

 

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 höher 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 geringfügig, jedoch nicht 

signifikant, höher 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, weiße Balken) weichen in ihrem Anteil tätiger 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, nK  d0, d1, d3, d5, d7=10, 11, 16, 17, 12, 12, 

Kruskal-Wallis-Test. Mediane und Interquartilabstände werden gezeigt. 

 

 

Zum anderen konnte über die MFI des FITC-Signals eine Aussage über die 

Phagozytoseeffizienz getroffen werden. Diese lag bei den Kontrollgranulozyten im Bereich 

von median 19.0 x10³. Für die Tage nach Schlaganfall wurden Mediane zwischen 20.0 x10³ 

und 22.9 x10³ bestimmt, welche sich nicht signifikant von den Kontrollwerten unterschieden 

(P=0.9682). Ein ähnliches Bild zeigte sich erneut für die Monozyten, die insgesamt eine 

geringere Phagozytoseeffizienz als die Granulozyten aufwiesen. So lag die mediane Effizienz 

der Kontrollzellen bei 10.2 x10³ und blieb demnach dem Bereich der Patientenzellen von 

10.8 x10³ - 13.6 x10³ vergleichbar (P=0.7325)(s. Abb. 7). 

Zusammenfassend konnten keine Veränderungen 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, weiße 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. nK, d0, d1, d3, d5, 

d7=10, 11, 16, 17, 12, 12, Kruskal-Wallis-Test. Mediane und Interquartilabstände werden gezeigt. 

 

 

3.3.3 Phagozytoseuntersuchung in vitro 

Um einen möglichen Effekt von Stresshormonen wie Noradrenalin, Adrenalin und 

Dexamethason oder dem Neurotransmitter Acetylcholin auf das Phagozytosesystem zu 

untersuchen, wurde Vollblut von fünf gesunden Kontrollen mit einer der Stimulanzien für 

einen Tag inkubiert und danach wie im Phagozytoseversuch ex vivo weiterbehandelt. 

Passend zu den Ergebnissen unter ex vivo-Bedingungen zeigten sich für 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 für 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 ließen (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 eintägige Inkubation 

deutlich über denen der Monozyten lagen, nach Inkubation deutlich geringer ausfielen. Dies 

könnte für eine Beeinträchtigung der Granulozyten aufgrund der langen Inkubationszeit 

sprechen, da ein ähnlicher Effekt bei den Monozyten nicht im gleichen Ausmaß zu 

beobachten war.  Genaue Untersuchungen hinsichtlich der zeitabhängigen Beeinträchtigung 

wurden jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgeführt. 
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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. 

 

 

3.4 NETose 

Als zusätzliche Strategie der neutrophilen Granulozyten stellt die NETose eine weitere 

wichtige Möglichkeit in der frühen Immunabwehr dar. Zur Quantifizierung dieses Prozesses 

wurden isolierte Neutrophile mit verschiedenen Stimulanzien inkubiert und nach einer DNA-

Färbung 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 

großen NET-Flächen nach Stimulation auf. Dabei waren bei Kontrollen und 

Schlaganfallpatienten am Tag 5 ähnlich große NET-Formationen zu beobachten, während am 

Tag 1 eine deutliche Verkleinerung zu sehen war. Abbildung 10 zeigt repräsentative 

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 gefärbte 

neutrophile Granulozyten von gesunden Kontrollen und Schlaganfallpatienten am Tag 1 (d1) und 5 

(d5) zeigen unterschiedlich starke NET-Ausbildungen. Angegebener Maßstab = 63 µm, 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. Während 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 (weißen 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, nKontrolle, d1, d5 =12, 15, 15. B, nKontrolle, d1, d5 =12, 12, 14. C, nKontrolle, d1, d5 =12, 15, 

15. A-C, Kruskal-Wallis-Test. Mediane und Interquartilabstände werden gezeigt. 

 

 

Anders als im Prozentsatz der NETose unterlaufenden Zellen zeigte sich jedoch ein deutlicher 

Unterschied bei der durchschnittlichen Größe der aufgenommenen NET-Strukturen. Im 

unstimulierten Zustand zeigten sich zunächst vergleichbare mediane Werte zwischen den 

Kontrollen (472.3 µm²) und den Patienten am Tag 1 (504.5 µm²) und 5 (447.3 µm²) 

(P=0.3657). Nach Stimulation mit fMLP zeigte sich jedoch eine starke Reduktion der NET-

Fläche am Tag 1, die mit lediglich 576.0 µm² nur geringfügig oberhalb des Wertes ohne 

Stimulation lag. Dieser signifikante Unterschied zu den Kontrollen mit einer 

durchschnittlichen Fläche von 1175.2 µm² bildete sich bis Tag 5 wieder zurück, an dem eine 

durchschnittliche Fläche von median 927.6 µm² gemessen wurde (P=0.0128). Diese 

Veränderung zeigte sich in gleicher Art unter der Stimulation mit dem PMA. Hier erreichten 

Kontroll-NETs eine durchschnittliche Fläche von median 919.8 µm². Am ersten Tag nach 

Schlaganfall betrug die NET-Fläche lediglich 511.3 µm² 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 Durschnittsgröße 

von median 809.4 µm² (P=0.0004) (s. Abb. 12). 
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Abb. 12: Durchschnittliche NET-Größe unter verschiedenen Stimuli im Vergleich von Kontrollen 

(weißen 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, nKontrolle, d1, d5 =12, 15, 15, Kruskal-Wallis-Test. B, nKontrolle, d1, d5 =12, 12, 14, Kruskal-

Wallis-Test, Dunns Test für multiple Vergleiche. C, nKontrolle, d1, d5 =12, 15, 15, Kruskal-Wallis-Test, Dunns 

Test für multiple Vergleiche. *P<0.05; ***P<0.001. Mediane und Interquartilabstände werden 

gezeigt. 
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4 Diskussion 

Seit gut zwei Jahrzehnten wird das Verhältnis von Infektion und Schlaganfall intensiv 

beforscht, da Pneumonien zu einem deutlich schlechteren Outcome führen und sich in vitro 

eine verstärkte TH1-Autoimmunantwort gezeigt hat.41; 42 Andererseits erhöhen Infektionen 

das Risiko für einen Schlaganfall.43 

Die Suche nach möglichen Risikofaktoren für Sekundärinfektionen identifizierte neben dem 

Patientenalter, dem NIHSS als Maß der Schlaganfallschwere und dem Behinderungsgrad 

unter anderem die TNF-α-Produktion von Monozyten bei Aufnahme.4; 11; 44 Die Prävention 

bakterieller SAIs wurde bereits vielfach durch die prophylaktische Gabe verschiedener 

Antibiotika getestet, nachdem zunächst davon ausgegangen wurde, dass 

Schlaganfallpatienten nicht von einer Immuntherapie profitieren.45 Während 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 Überleben widersprüchlich.15;46–49 In einer kürzlich erhobenen großen 

klinischen Studie zur prophylaktischen Gabe von Antibiotika konnte erneut kein positiver 

Einfluss auf das Outcome festgestellt werden.50;51 Aktuell ist daher weiterhin die zeitnahe 

Behandlung nach Auftreten von SAIs Standard in der Krankenversorgung.52;53 

Möglicherweise müssen verschiedene Immunmodulationstherapien an die passenden 

Phasen nach einem aufgetretenem Schlaganfall sowie  die daran beteiligten Zellsubtypen 

angepasst werden, da die alleinige antiinflammatorische Behandlung auch positive Einflüsse 

der Entzündungsreaktion vermindert.54–56  

 

Die Signalkaskade von der lokalen Hirnischämie hin zu den systemischen 

Immunveränderungen verläuft mit hoher Wahrscheinlichkeit über das sympathische 

Nervensystem, sowie die vermehrte Katecholamin- und Glucocorticoidfreisetzung.25;28;57 Im 

Tiermodell konnte durch die Blockade des Sympathikus‘ nach Schlaganfall die Infektions- 

und Mortalitätsrate gesenkt werden.58;59 Allgemein zeigt sich mit einer frühen 

sympathischen Aktivierung sowie dem Anstieg von Stresshormonen ein möglicher Marker 

für schlaganfallassoziierte Immunveränderungen, wobei eine glucocorticoidvermittelte 

Immunsuppression eng mit SAIs verknüpft zu sein scheint.8 Die Hypothese einer 

katecholaminvermittelten Reaktion wird zusätzlich durch die Beobachtungen gestützt, dass 
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eine Behandlung von Schlaganfallpatienten mit beta-Blockern das Risiko einer 

Harnwegsinfektion sowie des frühen Todes nach dem Ereignis reduziert.60; 61; 60; 61 

Da neutrophile Granulozyten und Monozyten maßgeblich an den frühen Stadien der 

Infektabwehr beteiligt sind, wurde in der vorliegenden Arbeit ihr Migrations-, Phagozytose- 

und NEToseverhalten nach Schlaganfall im Vergleich zu gesunden Kontrollen untersucht, um 

mögliche Beeinträchtigungen dieser Zellpopulationen als Ursache für SAIs herauszufinden. 

Die dabei durchgeführte periphere Blutbildanalyse bestätigte die Vorbefunde einer 

ausgeprägten Lymphopenie und Granulozytose in den ersten Tagen nach Schlaganfall.62 Auf 

Seiten des adaptiven Immunsystems haben sich die Lymphozytopenie und 

Hypogammaglobulinämie durch ihre Assoziation mit frühen bakteriellen Infektionen als 

möglicher Risikofaktor herausgestellt.32; 63; 64 Der Mangel an Lymphozyten lässt sich auf eine 

gesteigerte Apoptoserate zurückführen.65 Sowohl die Granulozytose als auch die 

Lymphopenie konnten bereits experimentell durch die Stimulation mit Katecholaminen 

nachgebildet werden, was die Hypothese des Signalweges über Stresshormone stützt.66  

Neutrophile infiltrieren das Ischämiegebiet innerhalb der ersten 24 Stunden nach 

Schlaganfall und führen durch die Produktion von Myeloperoxidase und die zusätzliche 

Rekrutierung von Monozyten zu einer sekundären Gewebeschädigung. 67–69 Die Infiltration 

selbst erfolgt mittels membranständiger Proteine wie Intrazelluläre Adhäsionsmoleküle 

(ICAMs), CD11 und CD18. Eine gegen ICAMs gerichtete Therapie verkleinerte im Tiermodell 

zwar die Größe des Infarkts, zeigte bei Patienten jedoch keinen Nutzen oder verschlechterte  

zusätzlich das Outcome.70–72 

In der vorliegenden Studie zeigte sich für Granulozyten und Monozyten, dass sie durch die 

Folgeprozesse des Schlaganfalls nicht in der Fähigkeit eingeschränkt waren, entlang eines 

chemotaktischen fMLP-Gradienten durch eine feinporige Membran zu wandern. Dies deckt 

sich mit Voruntersuchungen, die diesbezüglich eine erhöhte L-Selektinexpression von 

polymorphnukleären Zellen und Monozyten in vitro nach Katecholaminstimulation 

beobachteten, welche jedoch gleichzeitig mit einer verminderten Leukozytenadhärenz 

einherging.73; 74 

Auch in ihrer Fähigkeit zur Phagozytose konnten weder bei Neutrophilen noch bei 

Monozyten Veränderungen nachgewiesen werden: Sowohl der Prozentsatz 

phagozytierender Zellen als auch die durchschnittlich aufgenommene Bakterienmenge je 



28 

 

Zelle blieb in Folge des Schlaganfalls unbeeinträchtigt. Eine frühere Studie hatte eine 

gesteigerte Phagozytoseaktivität von Monozyten bei apoptotischen Zellen durch 

Glucocorticoidstimulation beschrieben.75 Diese gesteigerte Aktivität scheint sich allerdings 

nicht auf die Internalisierung von E.coli auszuwirken. Die für die Pathogenerkennung 

wichtigen TLR-Strukturen spielen neben der Infektabwehr aber auch eine wichtige Rolle für 

die Infarktentwicklung. So führte eine TLR-4-Defizienz im Tiermodell zu einer geringeren 

Infarktgröße und Neutrophilen- und Monozytenrekrutierung, sowie einem besseren 

neuronalen Überleben aufgrund einer verminderten parenchymalen Stressantwort.76–78 

Ähnliche Beobachtungen wurden bei TLR-2-defizienten Tieren gefunden, die eine verzögerte 

und insgesamt geringere ischämische Schädigung des Infarktgebietes zeigten.79; 80 Für den 

Menschen ergibt sich zudem aus einer hohen TLR-4-vermittelten angeborenen 

Immunantwort von Monozyten ein schlechteres Outcome.25;34 

Eine deutliche Einschränkung nach Schlaganfall zeigte sich in der Ausbildung der auf 

kondensiertem Chromatin basierenden NET-Strukturen neutrophiler Granulozyten. Während 

der prozentuale Anteil der Neutrophilen, die solche NETs bildeten, den Kontrollen 

vergleichbar blieben, zeigte sich eine deutliche Reduktion der durchschnittlichen NET-Fläche 

am ersten Tag nach Schlaganfall. Diese Reduktion konnte für alle gewählten Stimuli 

beobachtet werden. Von dieser Beeinträchtigung schienen sich die Zellen im weiteren 

Untersuchungszeitraum bis zum fünften Tag erholt zu haben und erreichten ähnliche 

durchschnittliche NET-Flächen wie gesunde Kontrollen.  

Vergleichbare Veränderungen der angeborenen Immunantwort zeigen sich bei der Bildung 

reaktiver Sauerstoff- und Stickstoffspezies beim Prozess des oxidativen Bursts. Diese sind in 

der angefügten Veröffentlichung ausführlich beschrieben und weisen über 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. Ähnliche Beobachtungen wurden bereits für Patienten mit hämorrhagischem 

Schlaganfall gemacht, bei denen neutrophile Granulozyten ebenfalls einen verminderten 

Burst zeigten.81 

Eine solche Beeinträchtigung des oxidativen Bursts und der NETose könnte einen ersten 

Erklärungsansatz für eine abgeschwächte frühe 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 überprüft. 

Dabei zeigten sich einerseits keine Beeinträchtigung der Phagozytoseeigenschaften und 

andererseits Veränderungen 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 Phänotyp führt und dieser Effekt durch den 

zusätzlichen Einfluss von IL-6 und IL-10 noch verstärkt werden kann.82; 83 

Die gefundenen Studienergebnisse, insbesondere die bezüglich der in dieser Arbeit 

dargestellten Subkohorte, sind jedoch hinsichtlich ihrer Aussagekraft eingeschränkt. Für alle 

angewendeten Methoden wurden Zellen des peripheren Blutes von Schlaganfallpatienten 

und gesunden Kontrollen entnommen, um sie dann unter verschiedenen Bedingungen 

hinsichtlich ihrer Fähigkeiten zur Pathogenabwehr zu untersuchen. Obwohl sich dieses 

gering invasive Verfahren in der aktuellen Forschung bewährt hat, kann es dennoch keine 

absolute Aussage über jene Immunzellen treffen, die im Organismus den Blutkreislauf 

verlassen haben, um im Bereich von akuten Infektionsherden an der tatsächlichen 

Pathogenabwehr mittels Phagozytose, NETose oder oxidativem Burst teilzunehmen. Ebenso 

wenig kann eine Aussage darüber getroffen werden, ob die gefundenen Unterschiede und 

Gemeinsamkeiten zwischen Schlaganfallpatienten und gesunden Kontrollen vollständig für 

die Aufnahme, das Abtöten und den Abbau von Infektionserregern zutreffen. Ebenso 

könnten die veränderten Prozesse bei anderen Erregern als E.coli unterschiedlich verlaufen. 

Um einen möglichen Einfluss der Stresshormone nach Schlaganfall auf das NETosesystem zu 

überprüfen, sollten entsprechende in vitro-Untersuchungen angestrebt werden. 

Gleichermaßen wichtig wäre die Untersuchung größerer Patientenkohorten, um einerseits 

mögliche Verknüpfungen zur Schlaganfallgröße und -lokalisation herstellen zu können, da 

vorausgegangene Studien erste Zusammenhänge zwischen der Lokalisation beziehungsweise 

Lateralisation des Schlaganfalls und den daraus resultierenden Veränderungen des 

Immunsystems aufzeigen.84; 85 Andererseits könnten in größeren Patientengruppen 

Schlaganfallpatienten, die im Laufe ihrer Behandlung Sekundärinfektionen entwickelt haben, 

mit solchen verglichen werden, die durch keine weiteren Beeinträchtigungen auffielen, um 
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zusätzlich bessere Risiko- und Prognosefaktoren zu bestimmen und bereits gefundene 

Einflüsse der Lebensumstände wie Ernährung oder körperliches Training auf das 

Immunsystem in ihrer Relevanz für das Outcome nach einem Schlaganfall zu bestätigen oder 

zu widerlegen.86; 87  

In der vorliegenden Arbeit wurden somit erstmals die antibakteriellen Fähigkeiten von 

Granulozyten und Monozyten nach ischämischem Schlaganfall untersucht und erste 

Einschränkungen im Bereich der NETose aufgedeckt. Da Stresshormone sowohl zu einer 

peripheren Lymphozytopenie als auch in vitro zu Veränderungen des angeborenen 

Immunsystems führen, könnte in ihnen tatsächlich die Verknüpfung zwischen den 

Beobachtungen des adaptiven und angeborenen Immunsystems nach Schlaganfall liegen. Ein 

gesenkter Anteil an Lymphozyten wäre somit über eine reduzierte NETose der Granulozyten 

und einen veränderten oxidativen Burst mit der abgeschwächten Infektabwehr verbunden.  
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6   Zusammenfassung 

Sekundärinfektionen führen bei Schlaganfallpatienten zu einem signifikant schlechteren 

Outcome. Sie sind primär mit Veränderungen der Immunantwort assoziiert. Während in 

verschiedenen Bereichen des adaptiven Immunsystems Beeinträchtigungen 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 Universitätsmedizin in 

Greifswald untersucht und mit denen altersangepasster, gesunder Kontrollen verglichen. 

Die Migration der Zellen wurde mit Hilfe eines fMLP-Gradienten über 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 Phagozytosefähigkeit nicht von  Zellen altersangepasster Kontrollen. 

Hingegen war die Induzierbarkeit der NETose in Granulozyten beeinträchtigt. Obwohl der 

Anteil  NET-bildender Zellen unverändert blieb,  zeigte sich eine signifikant verkleinerte 

Fläche 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 Schädigung des Gehirns Bereiche des angeborenen Immunsystems beeinträchtigt sind 

und beispielsweise durch die verminderte NET-Fläche keine ausreichende Pathogenabwehr 

ermöglicht werden kann. Dies könnte Sekundärinfektionen von Schlaganfallpatienten 

begünstigen. 
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