
Aus der Klinik und Poliklinik für Neurologie (Direktor Prof. Dr. Flöel) 

der Universitätsmedizin der Universität Greifswald 

 

Thema: Einfluss von rekombinantem Tissue-type Plasminogenaktivator auf Neutrophile 

Granulozyten und Monozyten und die Rolle von Neutrophiler Elastase und Myeloperoxidase 

im Rahmen des ischämischen Schlaganfalls 

 

Inaugural-Dissertation 
 

zur 
 
 

Erlangung des akademischen  
 

Grades 
 

Doktor der Medizin 
(Dr. med.) 

 
 

der 
 

Universitätsmedizin  
 

der  
 

Universität Greifswald 
 
 

 
2021 

 
 
 
 
 
 

vorgelegt von: Claudia Lange 
geb. am: 09.04.1994 
in: Potsdam 

 

  



2 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dekan:         Prof. Dr. med. Karlhans Endlich 

1. Gutachter:       Prof. Dr. Alexander Dressel 

2. Gutachter:       Prof. Dr. Klemens Ruprecht 

 

Ort, Raum:       Greifswald, Zoom 

Tag der Disputation:      06.04.2022 

 

  



3 
 

Inhalt 

1 Abkürzungsverzeichnis .................................................................................................................... 5 

2 Vorwort ............................................................................................................................................ 7 

3 Einleitung ......................................................................................................................................... 8 

3.1 Schlaganfall .............................................................................................................................. 8 

3.2 Neutrophile Granulozyten ....................................................................................................... 9 

3.3 Monozyten und Makrophagen .............................................................................................. 10 

3.4 Phagozytose........................................................................................................................... 11 

3.5 Oxidativer Burst ..................................................................................................................... 11 

3.6 NETs und NETose ................................................................................................................... 12 

3.7 MPO ....................................................................................................................................... 13 

3.8 NE .......................................................................................................................................... 14 

3.9 rtPA ........................................................................................................................................ 14 

3.10 Experimentell eingesetzte Stimulantien für Phagozytose, oxidativen Burst und NETose .... 15 

4 Ziele der Arbeit .............................................................................................................................. 17 

5 Methoden ...................................................................................................................................... 18 

5.1 Probandencharakteristik ....................................................................................................... 18 

5.2 Blutentnahme ........................................................................................................................ 20 

5.3 Inkubation mit rtPA ............................................................................................................... 20 

5.3.1 Phagozytose, MPO-NE-Färbungen, oxidativer Burst ..................................................... 20 

5.3.2 NETose ........................................................................................................................... 21 

5.4 Phagozytose + rtPA ................................................................................................................ 21 

5.5 Oxidativer Burst + rtPA .......................................................................................................... 23 

5.6 NETose + rtPA ........................................................................................................................ 24 

5.7 MPO und NE intrazellulär + rtPA ........................................................................................... 26 

5.8 MPO extrazellulär .................................................................................................................. 27 

5.9 NE extrazellulär ..................................................................................................................... 27 

5.10 Messung ................................................................................................................................ 27 

5.10.1 FACS-Versuche ............................................................................................................... 27 

5.10.2 FACS und Gating Phagozytose ....................................................................................... 28 

5.10.3 FACS und Gating des Oxidativen Bursts ........................................................................ 28 

5.10.4 FACS und Gating der intrazellulären MPO .................................................................... 30 

5.10.5 FACS und Gating der intrazellulären NE ........................................................................ 31 

5.10.6 MPO und NE extrazellulär ............................................................................................. 32 



4 
 

5.10.7 Mikroskopieren und Auswertung der NETose .............................................................. 32 

5.11 Statistische Analysen ............................................................................................................. 34 

6 Ergebnisse ...................................................................................................................................... 35 

6.1 In-vitro-Versuche mit rtPA .................................................................................................... 35 

6.1.1 Phagozytose + rtPA ........................................................................................................ 35 

6.1.2 Oxidativer Burst + rtPA .................................................................................................. 36 

6.1.3 NETose + rtPA ................................................................................................................ 39 

6.1.4 MPO + rtPA extrazellulär ............................................................................................... 40 

6.1.5 NE + rtPA extrazellulär ................................................................................................... 41 

6.1.6 MPO + rtPA intrazellulär ................................................................................................ 42 

6.1.7 NE + rtPA intrazellulär ................................................................................................... 43 

6.2 Ex-vivo-Untersuchungen ....................................................................................................... 44 

6.2.1 Studienkollektiv ............................................................................................................. 44 

6.2.2 Neutrophile Granulozyten ............................................................................................. 44 

6.2.3 MPO extrazellulär .......................................................................................................... 45 

6.2.4 NE extrazellulär ............................................................................................................. 47 

6.2.5 NE intrazellulär .............................................................................................................. 48 

7 Diskussion ...................................................................................................................................... 51 

7.1 rtPA ........................................................................................................................................ 51 

7.2 Schlaganfallpatienten ............................................................................................................ 54 

7.3 Limitationen der Arbeit und offene Fragen........................................................................... 56 

7.4 Zusammenfassung der Ergebnisse und Ausblick ................................................................... 58 

8 Zusammenfassung der Arbeit ........................................................................................................ 59 

9 Anhang ........................................................................................................................................... 60 

9.1 Material ................................................................................................................................. 60 

9.1.1 Verbrauchsmaterialien .................................................................................................. 60 

9.1.2 Chemikalien, Antikörper, Testkits, Lösungen ................................................................ 60 

9.1.3 Geräte ............................................................................................................................ 63 

9.1.4 Software ........................................................................................................................ 64 

9.2 Quellenverzeichnis ................................................................................................................ 65 

10 Danksagung ................................................................................................................................... 73 

11 Eidesstattliche Erklärung ............................................................................................................... 74 

 

 



5 
 

1 Abkürzungsverzeichnis 
%  ..................................................................................................................................................................................... Prozent 

°C  .............................................................................................................................................................................. Grad Celsius 

µg  ............................................................................................................................................................................ Mikrogramm 

µl  ................................................................................................................................................................................. Mikroliter 

µm ............................................................................................................................................................................. Mikrometer 

Abb. .............................................................................................................................................................................. Abbildung 

ANOVA........................................................................................................................................................... analysis of variance 

APC ..................................................................................................................................................................... Allophycocyanin 

bzw. ................................................................................................................................................................... beziehungsweise 

ca.  .......................................................................................................................................................................................... circa 

CD  .......................................................................................................................................................... Cluster of differentiation 

CGD ........................................................................................................................................... Chronic Granulomatous Disease 

CRP ................................................................................................................................................................. C-reaktives Protein 

Ctrl .................................................................................................................................................................. Kontrollprobanden 

DALY ................................................................................................................................................. disability-adjusted life years 

DAPI .................................................................................................................................................. 4′,6-Diamidin-2-phenylindol 

DHR123 ...................................................................................................................................................... Dihydrorhodamin123 

DNA ........................................................................................................................................................ Desoxyribonukleinsäure 

DNAse ............................................................................................................................................................ Desoxyribonuklease 

E. coli .................................................................................................................................................................... Escherichia coli 

EDTA .................................................................................................................................................... Ethylendiamintetraacetat 

ELISA .................................................................................................................................. Enzyme-linked Immunosorbent Assay 

FACS ....................................................................................................................................... fluorescence-activated cell sorting 

FITC ...................................................................................................................................................... Fluorescein-Isothiocyanat 

fMLP .............................................................................................................................. N-Formylmethionyl-Leucyl-Phenylalanin 

g  ................................................................................................................................................................... Erdbeschleunigung 

Gpt ............................................................................................................................................................................... Giga-Parts 

HBSS ................................................................................................................................................ Hank's buffered salt solution 

KM ..................................................................................................................................................................... Komplettmedium 

L  .......................................................................................................................................................................................... Liter 

M  ................................................................................................................................................................................ Mittelwert 

MFI ................................................................................................................................................ mittlere Fluoreszenzintensität 

mg .............................................................................................................................................................................. Milligramm 

min .................................................................................................................................................................................. Minuten 

ml  .................................................................................................................................................................................... Milliliter 

mM ............................................................................................................................................................................... Millimolar 

MPO .................................................................................................................................................................. Myeloperoxidase 

NADPH-Oxidase ........................................................................................... Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat-Oxidase 

NE  ................................................................................................................................................................ Neutrophile Elastase 

NETs............................................................................................................................................... Neutrophil Extracellular Traps 

ng  ............................................................................................................................................................................. Nanogramm 



6 
 

NIHSS ........................................................................................................................... National Institutes of Health Stroke Scale 

PBS .............................................................................................................................................. Phosphatgepufferte Salzlösung 

PCT .......................................................................................................................................................................... Procalcitonin 

PE  ........................................................................................................................................................................... Phycoerythrin 

PMA ............................................................................................................................................. Phorbol-12-myristat-13-acetat 

ROI ................................................................................................................................................ reactive oxygen intermediates 

rtPA ............................................................................................................... rekombinanter Tissue-type Plasminogenaktivator 

SD  ............................................................................................................................................................... Standardabweichung 

Tab. .................................................................................................................................................................................... Tabelle 

tPA .......................................................................................................................................... Tissue-type Plasminogenaktivator 

u.a......................................................................................................................................................................... unter anderem 

WHO .................................................................................................................................................. World Health Organisation 

ZNS ......................................................................................................................................................... Zentrales Nervensystem 

 

  



7 
 

2 Vorwort 

In der vorliegenden Arbeit werden die Einflüsse von rekombinantem Tissue-type 

Plasminogenaktivator (rtPA) auf die Abwehrfunktionen von Neutrophilen Granulozyten und 

Monozyten untersucht. Zudem werden die Auswirkungen des ischämischen Schlaganfalls auf 

Neutrophile Elastase (NE) und Myeloperoxidase (MPO) untersucht. Viele der hier gezeigten 

Daten konnten 2017 im Journal of Neuroinflammation im Rahmen des Papers „Ischaemic 

stroke and the recanalization drug tissue plasminogen activator interfere with antibacterial 

phagocyte function“ (Vogelgesang et al., 2017) veröffentlicht werden. 
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3 Einleitung 

3.1 Schlaganfall 

Das klinische Erscheinungsbild des Schlaganfalls ist geprägt durch rasches Einsetzen zerebraler 

Dysfunktionen. Im Unterschied zur transitorisch-ischämischen Attacke persistieren beim 

Schlaganfall die Symptome über einen Zeitraum von mindestens 24 Stunden oder enden letal 

(Aho et al., 1980). Änderungen dieser klinischen Definition mit Verschiebung des Fokus auf 

neuroradiologische Befunde werden kontrovers diskutiert (Abbott et al., 2017). 

Weltweit stellt laut der Weltgesundheitsorganisation (englisch World Health Organisation 

(WHO)) der Schlaganfall die zweithäufigste Todesursache (WHO, 2018a) und mit rund 140 

Millionen disability-adjusted life years (DALY) pro Jahr die zweithäufigste Ursache für 

Belastung durch Krankheit dar (WHO, 2018b). 

Auslöser des Schlaganfalls ist ein vaskuläres Ereignis (Aho et al., 1980). Nach der Genese 

unterscheidet man hier in Hämorrhagie und Ischämie. Die meisten Schlaganfälle, ca. 65-80 

Prozent (%), sind ischämisch bedingt (James et al., 2018; Robert Koch-Institut (Hrsg), 2015). 

Hier kommt es, unter anderem (u.a.) durch arteriosklerotische Stenosen, Embolien, lokale 

arterielle Thrombosen und Gefäßdissektionen zu Durchblutungsstörungen. Diese führen 

intrazerebral zu einem Mangel an Sauerstoff und Nährstoffen, insbesondere Glukose. Die 

Folge ist eine umschriebene Hirngewebsnekrose (Hacke et al., 2016, pp. 183–197). 

Jährlich sind in Deutschland 220 pro 100 000 Einwohner von einem ischämischen Schlaganfall 

betroffen. Mit dem Alter nimmt die Inzidenz stark zu: In der Gruppe der über 75-Jährigen sind 

es bereits 1200 Infarkte pro 100 000 Einwohner pro Jahr. Aufgrund des demographischen 

Wandels ist mit einem kontinuierlichen Anstieg dieser Zahlen bis 2050 zu rechnen (Hufschmidt 

et al., 2017, p. 96). 

Neben den primären neurologischen Ausfällen bestimmen Komplikationen das funktionelle 

Outcome der Patienten. Infektionen, insbesondere Pneumonie und Harnwegsinfektion, 

zählen zu den häufigsten Komplikationen nach einem Schlaganfall. Sie treten bei rund 30 % 

aller Schlaganfallpatienten auf und sind mit einem schlechteren Outcome assoziiert 

(Westendorp et al., 2011). Diese hohen Infektionsraten können nicht allein durch den 

geminderten Bewusstseinszustand und die bei Schlaganfall auftretende Dysphagie erklärt 

werden (Westendorp et al., 2011). Tatsächlich kommt es durch den Schlaganfall selbst neben 
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einer lokalen Inflammation zu einer Immunsuppression in der Peripherie (Chamorro et al., 

2012). 

Beim adaptiven Immunsystem drückt sich dies insbesondere durch eine Abnahme der T-Zellen 

bei normaler T-Zell-Funktionalität aus (Vogelgesang et al., 2010). Die Zahl der B-Zellen ist 

hingegen unverändert (Vogelgesang et al., 2008). Neben dem adaptiven ist auch das 

angeborene Immunsystem betroffen. Auf letzteres wird in den nachfolgenden Abschnitten 

detaillierter eingegangen. 

3.2 Neutrophile Granulozyten 

Neutrophile Granulozyten, auch polymorphkernige Granulozyten, bilden mit 60 % den 

größten Anteil der Leukozyten im Blut (Lüllmann-Rauch, 2009, p. 265). Diese 12-15 

Mikrometer (µm) großen Zellen zeichnen sich durch ihren gelappten Zellkern mit 3 bis 4 

Segmenten aus (Lüllmann-Rauch, 2009, p. 269;272). Ihren Namen verdanken sie einer Vielzahl 

von Granula im Zytoplasma. Nach Inhalt und Größe unterscheidet man vier Arten: azurophile 

beziehungsweise (bzw.) primäre Granula, spezifische bzw. sekundäre Granula, Gelatinase-

positive bzw. tertiäre Granula und sekretorische Vesikel (Borregaard et al., 2007). 

Neutrophile Granulozyten gehören der angeborenen Immunabwehr an. Bei Infektion sind sie 

die ersten Zellen, welche zum Entzündungsherd rekrutiert werden. Sie verfügen über eine 

Vielzahl von Abwehrmechanismen (Abbildung (Abb.) 1). Im Entzündungsgebiet können sie 

Pathogene entweder direkt oder nach Opsonisierung, beispielsweise mit 

Komplementfaktoren, phagozytieren (Murphy et al., 2012, p. 106). Weitere 

Abwehrmechanismen der Neutrophilen Granulozyten sind die Sekretion antimikrobieller 

Peptide (Sengeløv et al., 1995) sowie die Bildung von Neutrophil Extracellular Traps (NETs) 

(Brinkmann et al., 2004). Darüber hinaus besitzen Neutrophile immunmodulatorische 

Funktionen, beispielsweise via Chemotaxis (Mayadas et al., 2014). 

Beim Schlaganfall kommt es zum Anstieg der Neutrophilenzahlen (Ruhnau et al., 2014; 

Vogelgesang et al., 2008). Sie wandern ins Infarktareal ein und aggravieren hier den 

Zellschaden (Ikegame et al., 2010; Kim et al., 2019). Für die Neutrophilen in der Peripherie 

konnte gezeigt werden, dass sie nach einem Schlaganfall einen verminderten oxidativen Burst 

und eine beeinträchtigte Fähigkeit zur NETose aufweisen (Ruhnau et al., 2014). 
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Abbildung 1: Neutrophile Granulozyten verfügen über diverse Abwehrmechanismen. Hierzu 

zählen Phagozytose (1.), oxidativer Burst (2.), die Sekretion von antimikrobiellen Peptiden 

(3.), NETose (4.) und Chemotaxis (5.) 

3.3 Monozyten und Makrophagen 

6 % der Leukozyten im menschlichen Blut sind Monozyten (Lüllmann-Rauch, 2009, p. 265). 

Wie bei neutrophilen Granulozyten handelt es sich bei Monozyten um Zellen des angeborenen 

Immunsystems (Schütt et al., 2011, p. 2). Mit bis zu 20 µm Durchmesser sind sie die Größten 

unter den Leukozyten. Nach ihrer Bildung im Knochenmark zirkulieren sie weniger als einen 

Tag lang im Blut. Anschließend wandern sie ins Interstitium aus und reifen hier zu 

Makrophagen, welche als professionelle Fresszellen einen essenziellen Beitrag zur 

Phagozytose abgestorbener Zellen und zur initialen Pathogenabwehr leisten (Lüllmann-Rauch, 

2009, pp. 274–275; Murphy et al., 2012, pp. 5–7). Daneben sind sie wichtige Induktoren der 

Entzündungsreaktion (Murphy et al., 2012, pp. 5–7). Makrophagen beeinflussen andere Zellen 

der angeborenen und erworbenen Immunabwehr, sowie die Wundheilung (Lüllmann-Rauch, 

2009, pp. 274–275). Im Interstitium können sie mehrere Monate überleben und sind sogar 

noch teilungsfähig (Lüllmann-Rauch, 2009, p. 274). 

Beim einem ischämischen Schlaganfall steigt die Zahl der Monozyten im peripheren Blut (Grau 

et al., 2001; Vogelgesang et al., 2008) und tierexperimentell auch im zentralen Nervensystem 

1. Phagozytose 

3. Sekretion von 
antimikrobiellen 
P eptiden

4. NETose

Pathogen 

Myelo - 
peroxidase 
Neutrophile 
Elastase 

2. Oxidativer Burst 

5. Chemotaxis

Neutrophiler 
Granulozyt  
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(ZNS) (Chen et al., 2003; Garcia et al., 1994). Bezüglich der Rolle der ins ZNS eingewanderten 

Monozyten nach dem Schlaganfall gibt es widersprüchliche Forschungsergebnisse. Einerseits 

vergrößert in Tierversuchen die übermäßige Einwanderung von Monozyten das Infarktareal 

(Chen et al., 2003). Andererseits tragen Monozyten und die aus ihnen entstandenen 

Makrophagen zentral zur Verhinderung von sekundärer hämorrhagischer Transformation des 

Infarktareals bei (Gliem et al., 2012). 

Nach dem Schlaganfall sind die Aktivitätsmarker zirkulierender Monozyten vermehrt 

nachweisbar (Grau et al., 2001). Erhöhte Monozytenzahlen nach Schlaganfall sind mit einem 

schlechteren funktionellen Outcome assoziiert (Park et al., 2018). 

3.4 Phagozytose 

Die professionellen Phagozyten, oder auch Fresszellen des menschlichen Immunsystems, sind 

Makrophagen und Monozyten, Granulozyten sowie dendritische Zellen. Bei allen läuft der 

Prozess der Phagozytose in gleicher Weise ab: Werden bestimmte Rezeptoren an der 

Zelloberfläche aktiviert, triggert dies die Phagozytose. Dazu wird das zu phagozytierende 

Objekt von der Plasmamembran der Fresszelle umhüllt und in ein endozytotisches Vesikel, das 

sogenannte Phagosom, eingeschlossen. Dieses wird angesäuert und verschmilzt mit 

Lysosomen zum Phagolysosom. Bei Neutrophilen verschmelzen zusätzlich primäre und 

sekundäre Granula mit dem Phagolysosom (Murphy et al., 2012, pp. 76–78). Anschließend 

erfolgt der Abbau des Pathogens enzymatisch und mittels reaktiven Sauerstoffspezies, welche 

durch den oxidativen Burst bereitgestellt werden (Lüllmann-Rauch, 2009, p. 54;272; Schütt et 

al., 2011, pp. 58–59). 

Die Phagozytose-Funktion von Neutrophilen Granulozyten und Monozyten wird durch den 

ischämischen Schlaganfall nicht beeinträchtigt (Ruhnau et al., 2014). 

3.5 Oxidativer Burst 

Als oxidativen Burst bezeichnet man die Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies durch 

Neutrophile und Monozyten bzw. Makrophagen. Den Ausgangspunkt dieses Vorgangs bildet 

die Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat-Oxidase (NADPH-Oxidase). Bei nicht 

stimulierten Zellen liegt sie in Form von Untereinheiten vor, teils im Zytoplasma, teils (bei 

Neutrophilen) in den sekundären Granula, bzw. (bei Makrophagen) in den Lysosomen. Bei 

Aktivierung durch Phagozytose schließen sich diese Untereinheiten in der Membran des 
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Phagolysosoms zusammen. Es kommt durch die aktive NADPH-Oxidase zur Bildung von 

Superoxidanionen, im Lumen des Phagolysosoms, was mit einem transienten Anstieg des 

zellulären Sauerstoffverbrauchs einher geht. Dieses Phänomen gab dem oxidativen Burst 

seinen Namen. Mittels Superoxiddismutase entsteht Wasserstoffperoxid. Durch weitere 

enzymatische Reaktionen entstehen Hydroxyl-Radikale, Hypochlorid, Hypobromid und 

weitere, kurz reaktive Sauerstoffspezies (englisch reactive oxigen intermediates, ROI) (Murphy 

et al., 2012, pp. 80–82). Da diese Stoffe und Enzyme auch in den extrazellulären Raum 

abgegeben werden können, kann durch Phagozytose- und oxidative Burst-Aktivität ein 

massiver Gewebeschaden entstehen (Soehnlein et al., 2008). 

Die Relevanz des oxidativen Bursts zeigt sich am Beispiel der Patienten mit chronischer 

Granulomatose (englisch Chronic Granulomatous Disease, CGD). Bei CGD liegt ein NADPH-

Oxidase-Defekt vor, so dass der oxidative Burst beeinträchtigt ist. Betroffene Patienten leiden 

unter vermehrten bakteriellen und mykotischen Infektionen (van den Berg et al., 2009), da die 

intrazelluläre Abtötung von Pathogenen beeinträchtigt ist (Murphy et al., 2012, pp. 80–82). 

Für den ischämischen Schlaganfall konnte gezeigt werden, dass der oxidative Burst von 

Granulozyten und Monozyten beeinträchtigt ist. So ist als Reaktion auf schwache Stimuli der 

oxidative Burst beider Zellarten vermindert. Durch starke Stimuli kann jedoch ein normal 

ausgeprägter oxidativer Burst erzeugt werden (Ruhnau et al., 2014). 

3.6 NETs und NETose 

NETs als Bestandteil der angeborenen Immunabwehr wurden erst vor wenigen Jahren 

entdeckt. Sie bestehen aus Desoxyribonukleinsäure (DNA), Histonen und Proteinen der 

azurophilen, sekundären und tertiären Granula (Brinkmann et al., 2004). Bei Aktivierung der 

Neutrophilen Granulozyten werden diese netzförmigen Strukturen in den Extrazellulärraum 

sezerniert, wo sie u.a. Virulenzfaktoren angreifen und bakterizid wirken (Brinkmann et al., 

2004). Die NETose ist eine Form des programmierten Zelltodes, bei der NETs gebildet werden. 

Getriggert durch einen geeigneten Stimulus und abhängig von ROI kommt es während der 

NETose zum Zerfall der Zellkernhülle. Dekondensiertes Chromatin vermischt sich mit 

Granulabestandteilen. Durch Zerreißen der Zellmembran wird das NET anschließend in den 

Extrazellulärraum freigesetzt (Fuchs et al., 2007), wo es bakterizid (Brinkmann et al., 2004) 

und mykozid (Urban et al., 2006) wirkt. Hierdurch unterscheidet sich diese Art des Zelltodes 

grundlegend von Apoptose und Nekrose (Fuchs et al., 2007). 
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Neben dem Prozess der NETose konnte nachgewiesen werden, dass auch lebende Neutrophile 

ROI-abhängig NETs bilden, welche allerdings aus mitochondrialer DNA bestehen (Yousefi et 

al., 2009). Auch hier lassen sich die Granulabestandteile MPO und NE in den NETs nachweisen 

(Yousefi et al., 2009). 

Beim Schlaganfall sind die NETose-Marker erhöht (Vallés et al., 2017), jedoch weisen 

Neutrophile von Schlaganfallpatienten im Vergleich zu Gesunden in vitro eine transient 

verminderte Fähigkeit zur NETose auf (Ruhnau et al., 2014). Daneben konnten NETs in 

thrombotischem Material von Schlaganfallpatienten nachgewiesen werden. Die Zugabe von 

Desoxyribonuklease (DNAse) 1 zu rtPA führte in vitro zu einer beschleunigten Lyse dieser 

Thromben (Ducroux et al., 2018). Untersuchungen, ob die NET-Menge beim ischämischen 

Schlaganfall mit dem klinischen Outcome korreliert, kommen zu widersprüchlichen 

Ergebnissen (Ducroux et al., 2018; Vallés et al., 2017). 

3.7 MPO 

MPO ist ein Häm-haltiges kationisches Enzym, welches in den azurophilen Granula von 

Neutrophilen Granulozyten (Borregaard et al., 2007) und Lysosomen von Monozyten 

vorkommt (Bunbury et al., 2009). In Gegenwart von Wasserstoffperoxid und Halogeniden (u.a. 

Chlorid, Bromid, Thiocyanat) werden mittels MPO ROI (inkl. Hypochlor-Hypobrom-, 

Hypothiocyansäure) hergestellt, welche potente Oxidationsmittel sind (Odobasic et al., 2016). 

Hierdurch fördert MPO die Abtötung von Pathogenen in Phagolysosomen. Es konnte 

allerdings gezeigt werden, dass bei MPO-defizienten Zellen die Phagozytoseaktivität und der 

oxidative Burst kompensatorisch gesteigert sind (Gerber et al., 1996). 

Beim Prozess der NETose ermöglicht MPO es NE, aus den azurophilen Granula in den Zellkern 

zu gelangen (Metzler et al., 2014). Im Zellkern selbst unterstützt MPO die Dekondensation des 

Chromatins (Papayannopoulos et al., 2010). In den fertigen NETs trägt MPO als aktives Enzym 

zur antimikrobiellen Funktion der NETs bei. Im Rahmen von Entzündungen ist MPO hoch 

reguliert und wirkt lokal proinflammatorisch. Auf der anderen Seite hat es jedoch hemmende 

Effekte auf das erworbene Immunsystem. Dadurch kommen dem Enzym MPO bei 

unterschiedlichen entzündlichen Erkrankungen, insbesondere Autoimmunerkrankungen 

verschiedene Rollen zu (Odobasic et al., 2016). Menschen mit MPO-Mangel haben ein leicht 

erhöhtes Risiko für lebensbedrohliche Infektionen sowie für chronisch entzündliche 
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Erkrankungen. Hingegen besteht ein geringeres Risiko für kardiovaskuläre Ereignisse (Kutter 

et al., 2000). 

Beim ischämischen Schlaganfall ist MPO unabhängig von der Ursache des Schlaganfalls erhöht 

und korreliert mit der Schlaganfallschwere (Palm et al., 2018). Im Mausmodell konnte gezeigt 

werden, dass die Inhibition von MPO intrazerebral zytoprotektiv wirkt und das funktionelle 

Outcome verbessert (Kim et al., 2019). In unserer Arbeitsgruppe konnte darüber hinaus 

gezeigt werden, dass bei Schlaganfallpatienten der intrazelluläre MPO-Gehalt von 

Granulozyten am ersten Tag nach dem Schlaganfall vermindert ist (Vogelgesang et al., 2017). 

3.8 NE 

NE ist eine Serinprotease, welche in azurophilen Granula von Neutrophilen Granulozyten und 

zu geringerem Teil in peroxidase-positiven Granula von Monozyten vorkommt (Borregaard et 

al., 2007; Kargi et al., 1990). Im Phagolysosom hilft diese durch Spaltung verschiedener 

Proteine, Pathogene abzubauen (Weinrauch et al., 2002). Extrazellulär hat sie verschiedene 

Funktionen. So wirkt sie immunmodulatorisch (Korkmaz et al., 2010) und erleichtert den 

Neutrophilen die Bewegung durch das Gewebe (Hermant et al., 2003). Darüber hinaus spielt 

NE eine wichtige Rolle beim Prozess der NETose, indem sie einerseits im Zellkern Histone 

abbaut und so zur Dekondensation des Chromatins beiträgt (Papayannopoulos et al., 2010). 

Andererseits ist NE Bestandteil fertiger NETs (Brinkmann et al., 2004). Unter bestimmten 

Bedingungen scheint NE des Weiteren für die phagozytotische Aufnahme von Pathogenen 

wichtig zu sein (Young et al., 2004). 

Im Schlaganfallmodell konnte gezeigt werden, dass die Neutrophile Elastase zur 

Permeabilisierung der Bluthirnschranke, zur Ausbildung eines zerebralen Ödems, zum 

neurologischen Defizit und zur Leukozytenadhäsion beiträgt (Stowe et al., 2009). 

3.9 rtPA 

rtPA, auch Alteplase, ist eine rekombinante Variante der Serinprotease Tissue-type 

Plasminogenaktivator (tPA), welche hauptsächlich vom Endothel und einigen Leukozyten, 

insbesondere von Neutrophilen Granulozyten und Monozyten, produziert wird (Uhl et al., 

2014). Als Fibrinolytikum wird rtPA bei thromboembolischen Ereignissen wie Herzinfarkt, 

Lungenembolie und Schlaganfall eingesetzt, wobei für letzteren ein Zeitfenster von 4,5 

Stunden nach Beginn der Symptomatik besteht. Die Wirkung besteht in der Spaltung von 
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Plasminogen, in Plasmin, welches wiederum Fibrin spaltet, wodurch der Thrombus lysiert 

wird. rtPA entwickelt seine maximale Aktivität erst nach Bindung an Fibrin und ist daher 

besonders thrombusselektiv. Es besteht aus 527 Aminosäuren und hat eine Halbwertzeit von 

nur fünf Minuten (Herdegen, 2014, p. 161). Nebenwirkungen von rtPA umfassen u.a. zerebrale 

und andere Blutungen, kardiale Komplikationen, beispielsweise akute Herzinsuffizienz, sowie 

allergische Reaktionen bis zum anaphylaktischen Schock (Boehringer Ingelheim, 2019). Im 

Tiermodell konnte gezeigt werden, dass rtPA eine starke Mastzelldegranulation hervorruft 

(Strbian et al., 2007). Darüber scheint rtPA das Komplementsystem aktivieren zu können 

(Agostoni et al., 1994). Neuere Untersuchungen zeigen, dass rtPA außerdem die Rekrutierung 

von Neutrophilen Granulozyten und Monozyten fördert (Uhl et al., 2014) und die 

Degranulation von Neutrophilen einleitet (Carbone et al., 2015). 

3.10 Experimentell eingesetzte Stimulantien für Phagozytose, oxidativen Burst und 

NETose 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Stimulantien verwendet, um die 

Abwehrmechanismen von Neutrophilen Granulozyten und Monozyten quantifizieren zu 

können. Zum Einsatz kamen N-Formylmethionyl-Leucyl-Phenylalanin (fMLP), Phorbol-12-

myristat-13-acetat (PMA) und Escherichia coli (E. coli). 

fMLP ist ein Tripeptid, welches im menschlichen Stoffwechsel nicht vorkommt. Die 

Proteinsynthese von Bakterien wird üblicherweise mit einem N-Formylmethionin-Rest 

initialisiert. Diese Aminosäure gibt es nur bei Prokaryoten. Neutrophile und Monozyten 

besitzen einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor für fMLP. Die Detektion dieses Proteins 

verstärkt u.a. die Phagozytose, sowie die Bildung von ROI in Phagolysosomen (Murphy et al., 

2012, pp. 79–80). fMLP führt zu einer mäßig starken Induktion von oxidativem Burst und 

NETose (Ruhnau et al., 2014). 

PMA ist ein Analogon von Diacylglycerol (Murphy et al., 2012, pp. 252–253). Dieses trägt über 

Aktivierung der Proteinkinase C zum oxidativen Burst bei (Tonks et al., 2005). PMA ist ein 

starker Induktor von oxidativem Burst und NETose (Ruhnau et al., 2014). 

E. coli gehört zur Gruppe der Enterobacteriaceae. Es handelt sich um ein gramnegatives, 

begeißeltes Bakterium, welches Teil der physiologischen Darmflora ist. Außerhalb des Darms 

kann E. coli zu Sepsis, Harnwegsinfektionen, Wundinfektionen und weiteren entzündlichen 
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Erkrankungen führen. Daneben existieren auch darmpathogene E. coli-Stämme (Suerbaum et 

al., 2016, pp. 227–228). E. coli können durch Neutrophile Granulozyten und Monozyten 

phagozytotisch aufgenommen werden. Sie sind darüber hinaus ein starker Stimulus für den 

oxidativen Burst (Ruhnau et al., 2014). 
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4 Ziele der Arbeit 

Die vorliegende Arbeit setzt sich aus zwei Teilen zusammen. Zum einen sollte der Einfluss von 

rtPA auf das angeborene Immunsystem aufgeklärt werden. Insbesondere die 

Abwehrmechanismen von Neutrophilen Granulozyten und Monozyten, sowie deren 

Schlüsselenzyme, NE und MPO, wurden hierfür untersucht. 

Letztere wurden darüber hinaus im zweiten Teil der Arbeit bei Schlaganfallpatienten 

quantifiziert, um einen möglichen Zusammenhang zur Schlaganfall-assoziierten 

Immunsuppression aufzudecken. 

Die hier gewonnenen Informationen sollen dazu dienen, die Mechanismen der Schlaganfall-

assoziierten Immunalterationen weiter aufzuklären und für einen möglichen Einfluss von rtPA 

auf das Immunsystem nach dem Schlaganfall zu sensibilisieren. Möglicherweise können, auf 

dieses Wissen aufbauend Strategien entwickelt werden, das Immunsystem von Patienten 

auch in der subakuten Phase nach dem Schlaganfall positiv zu beeinflussen und so das 

funktionelle Outcome von Schlaganfallpatienten zu verbessern. 
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5 Methoden 

5.1 Probandencharakteristik 

Für die In-vitro-Versuche wurden pro Experiment 10 gesunde junge Spender ausgewählt 

(Tabelle (Tab.) 1). Diese wiesen bei Blutentnahme subjektives Wohlbefinden auf, im Zeitraum 

von einer Woche vor Blutentnahme gab es anamnestisch keine Anzeichen eines akuten 

Infekts. 

Tabelle 1: Spenderübersicht In-vitro-Versuche 

 Versuch Gesamt ♂ ♀ Alter (Jahre)a 

rtPA + Phagozytose 10 2 8 25 (21-39) 

rtPA + NETose 10 7 3 24 (20-31) 

rtPA + MPO/NE-Bestimmung intra-/extrazellulär 10 6 4 24 (22-28) 

rtPA + oxidativer Burst 10 4 6 26 (21-39) 

♂  männlich 

♀  weiblich 

a  Mittelwert und Spannweite 

Für die Ex-vivo-Versuche wurden Blutproben von Schlaganfallpatienten mit denen von 

altersentsprechenden Kontrollprobanden verglichen (Tab. 2). In die Versuche einbezogen 

wurden ausschließlich volljährige Patienten mit ischämischem Mediainfarkt, National 

Institutes of Health Stroke Scale (NIHSS) ≥ 6 und zum Aufnahmezeitpunkt negativen 

Entzündungszeichen (C-reaktives Protein (CRP) ≤ 50 Milligramm (mg) pro Liter (L) und 

Procalcitonin (PCT) ≤ 0.5 Nanogramm (ng) pro Milliliter (ml). Ausschlusskriterien waren 

maligne Grunderkrankungen, sowie die Einnahme immunsuppressiver Medikamente. Die 

Blutentnahme für die Versuche erfolgte innerhalb von 12 Stunden nach Symptombeginn, 

sowie morgens an Tag 1, 3 und 5 nach Schlaganfall. 

Altersentsprechende Kontrollprobanden wurden in der Klinik für Augenheilkunde der 

Universitätsmedizin Greifswald rekrutiert. Es handelte sich ausschließlich um Patienten, die 

am Tag der Rekrutierung eine Katarakt-Operation erhalten sollten. Die Kontrollprobanden 

waren zum Zeitpunkt der Blutentnahme neurologisch und immunologisch gesund. Die 

Blutentnahme erfolgte am Vormittag vor der Katarakt-Operation. 
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Für die Untersuchung des intrazellulären NE-Gehalts wurden von 2015 bis 2016 

Schlaganfallpatienten und Kontrollprobanden unmittelbar vor Beginn des jeweiligen Versuchs 

rekrutiert. Für die Untersuchung des extrazellulären Gehalts von MPO und NE nach 

Schlaganfall wurden Serumproben verwendet, die von 2011 bis 2014 vom Labor für 

Neuroimmunologie akquiriert und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert wurden. 

Zusätzlich wurde die Anzahl Neutrophiler Granulozyten dem Routinelabor des jeweiligen 

Untersuchungstages entnommen. 

Für die Versuche lag ein positives Ethikvotum der medizinischen Fakultät (Nr. III UV 30/01) 

vor. 

Tabelle 2: Spenderübersicht Ex-vivo-Versuche 

    Ge-

samt 

Alter 

(Jahre)a 

NIHSSb Läsions-Vol. 

(mm3)b 

♂ ♀ Thrombo-

lyse 

Thromb-

ektomie 

NE intra-

zellulär 

  

Kontrolle 10 73 (63-

86) 

NA NA 4 6 NA NA 

Schlag-

anfall 

12 71 (30-

85) 

18 (8-

22) 

52.12 (1.67-

312.43)c 

5 7 7 5 

MPO 

extra-

zellulärd 

  

Kontrolle 11 79 (69-

86) 

NA NA 6 5 NA NA 

Schlag-

anfall 

23 73 (52-

92) 

9 (6-22) 55.97 (3.69-

411.49)e 

15 8 10 1 

NE 

extra-

zellulärd 

  

Kontrolle 11 79 (69-

86) 

NA NA 6 5 NA NA 

Schlag-

anfall 

23 73 (52-

92) 

9 (6-22) 55.97 (3.69-

411.49)e 

15 8 10 1 

♂ männlich 

♀ weiblich 

NA  Kriterium nicht anwendbar 

a  Mittelwert (Spannweite) 

b  Median (Spannweite) 

c 11 Proben ohne demarkiertes Infarktareal 

d gleiche Studienpopulation in beiden Experimenten 

e 8 Proben ohne demarkiertes Infarktareal 
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5.2 Blutentnahme 

Nach zweifacher Desinfektion mit AHD 2000 (Lysozym) wurde die Vena cubiti oder eine Vene 

im Bereich des Unterarms mittels BD Vacutainer® SafetyLokTM Blood Collection Set punktiert. 

Für die NETose wurden 5 x 4,5 ml Blut in heparinisierten Blutröhrchen (BD Vacutainer® LH 

(Lithium Heparin) PSTTM) entnommen. Für die Phagozytose und oxidativen Burst wurden je 1 

x 4,5 ml Blut ebenfalls in heparinisierten Röhrchen, für die intra-, sowie die extrazelluläre 

Färbung von MPO und NE 1 x 2 ml in Ethylendiamintetraacetat (EDTA)-Röhrchen (BD 

Vacutainer® K2E (EDTA)) entnommen. 

Die Blutproben der Schlaganfallpatienten wurden vom Institut für klinische Chemie 

vorbereitet. Es handelte sich hierbei um EDTA-Proben, von denen ein Volumen von circa (ca.) 

700 Mikroliter (µl) aliquotiert und für die NE-Experimente bereitgestellt wurden. Zwischen 

Blutentnahme und Beginn des NE-Protokolls vergingen maximal 2 Stunden. 

5.3 Inkubation mit rtPA 

5.3.1 Phagozytose, MPO-NE-Färbungen, oxidativer Burst 

Zunächst wurde eine verdünnte rtPA-Lösung aus 990 µl Komplettmedium (KM) und 10 µl rtPA-

Stocklösung (1 mg/ml) hergestellt. Für eine rtPA-Endkonzentration von 1 Mikrogramm (µg)/ml 

wurden in einem 2 ml-Eppendorf-Reaktionsgefäß 500 µl KM, 100 µl verdünnte rtPA-Lösung 

und 400 µl Blut durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren vermischt. Analog wurden für eine 

Endkonzentration von 0,5 µg/ml 500 µl KM, 50 µl verdünnte rtPA-Lösung und 450 µl Blut 

verwendet, für eine Endkonzentration von 0 µg/ml 500 µl KM und 500 µl Blut. 

Die Inkubation erfolgte anschließend für 4 Stunden im Inkubator bei 37 Grad Celsius (°C) (5 % 

CO2). Nach der Inkubation wurden aus jedem Reaktionsgefäß 500 µl Überstand abgenommen, 

der Rest wurde in 500 µl phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) gewaschen, abzentrifugiert 

(300-fache Erdbeschleunigung (g), 5 Minuten (min)), resuspendiert und unmittelbar für 

Experimente verwendet. Der Überstand wurde in 500 µl Eppendorf-Reaktionsgefäßen für 10 

min bei 2000 x g zentrifugiert. Unter Vermeidung der Aufnahme des Pellets, wurden hieraus 

450 µl abpipettiert, in neue 500 µl-Reaktionsgefäße gefüllt und bis zur weiteren Verwendung 

bei -80°C eingefroren (Abb. 2). 
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Abbildung 2: Nach der Inkubation mit rtPA wurden die Zellen (rot) und der zellfreie 

Überstand (hellgelb) getrennt bearbeitet. 

5.3.2 NETose 

Da für die Untersuchung von NETose die Inkubation bei 37°C zu verstärkter Voraktivierung 

führt (unveröffentlichte Daten der Arbeitsgruppe), wurden die NETose-Proben bei 

Raumtemperatur inkubiert. Hierfür wurden 990 µl Blut mit 10 µl rtPA-Stocklösung (1 mg/ml) 

versetzt. Um die 1 µg/ml enthaltende Probe herzustellen, wurden in sechs fluorescence-

activated cell sorting (FACS)-Tubes je 900 µl Blut mit 100 µl der verdünnten rtPA-Lösung 

gemischt. Analog wurde für 0,5 µg/ml 950 µl Blut und 50 µl Ansatz und für 0 µg/ml 1000 µl 

Blut verwendet. Die Proben wurden anschließend für vier Stunden bei Raumtemperatur 

inkubiert. 

Die Proben wurden anschließend mit 1 ml PBS gewaschen und bei 300 x g (Beschleunigung 

9/9, Bremse 5/9) für 5 min zentrifugiert. Nach der Entfernung von 1 ml Überstand aus jedem 

FACS-Tube wurden die Proben resuspendiert und das Protokoll zur Isolation Neutrophiler 

Granulozyten begonnen. Hierfür wurden die sechs FACS-Tubes derselben 

Inkubationssituation zusammengeführt. 

5.4 Phagozytose + rtPA  

Für die Untersuchung der Phagozytoseaktivität von Granulozyten und Monozyten wurde das 

PHAGOTESTTM-Kit von Glycotope Biotechnology verwendet. Das Testprinzip beruht auf der 

Phagozytose fluoreszenzmarkierter opsonisierter E. coli-Bakterien in einem definierten 

Zeitintervall. Die anschließende Auswertung erfolgte mittels FACS. Der experimentellen 

Fragestellung gemäß wurde das Protokoll des Herstellers an einigen Stellen abgewandelt. 

Für jeden der 10 untersuchten Probanden wurden insgesamt 7 Proben bearbeitet: die mit 

0/0,5/1 mg/ml rtPA inkubierten Proben als Duplikate, sowie eine Negativkontrolle (Abb. 3). 
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Abbildung 3: Pro Proband wurden 7 Proben bearbeitet. Die mit rtPA inkubierten Proben 

wurden als Duplikate bearbeitet. Zusätzlich wurde eine Negativkontrolle mitgeführt. 

Für jede Probe wurde ein FACS-Tube mit 2,5 µl eines cluster of differentiation (CD) 14-

bindenden Allophycocyanin (APC)-markierten Antikörpers (APC anti-human CD14 Antibody, 

Clone: HCD14, Isotyp: Mouse IgG1, kappa, Biolegend Inc.) versetzt, um später Monozyten 

abgrenzen zu können. Nach Hinzufügen von 100 µl vorinkubierter Zellsuspension wurden die 

Proben für 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 2- bis 3-minütigem Abkühlen auf Eis 

wurde die Probe mit 5 µl einer ebenfalls auf Eis gelagerten Lösung Fluorescein-Isothiocyanat 

(FITC)-markierter opsonisierter E. coli versetzt. Die Phagozytose erfolgte für 10 min bei 37 °C 

(Wasserbad). Eine Negativkontrolle wurde auf dem Eis belassen. Nach 10 Minuten wurde die 

Phagozytose gestoppt, indem die Proben wieder auf Eis gelagert wurden. Zur 

Fluoreszenzlöschung bei nicht-phagozytierten Bakterien wurden 80 µl Quenching-Lösung aus 

dem Kit hinzugefügt. Nach zwei Waschschritten mit je 3 ml Waschpuffer und Zentrifugation 

bei 250 x g und 4 °C erfolgte die Lyse der in den Proben vorhandenen Erythrozyten mittels 

Lysereagenz aus dem Kit. Die Proben wurden mit 2 ml Lysereagenz für 20 min bei 

Raumtemperatur inkubiert und danach bei 250 x g abzentrifugiert. Es erfolgte ein weiterer 

Waschschritt wie oben beschrieben (3 ml Waschpuffer, 250 x g, 4°C). Durch Hinzufügen von 5 

µl 4′,6-Diamidin-2-phenylindol(DAPI)-Lösung (10 µg/ml) wurden anschließend DNA-haltige 

Zellen markiert. Die Proben wurden mit 200 µl Waschpuffer versetzt und bis zur Messung auf 

Eis gelagert. 

In regelmäßen Abständen erfolgten Kompensationskontrollen für die verschiedenen 

verwendeten Fluorochrome. Die hierfür verwendete ungefärbte Kompensationskontrolle und 

diejenige für DAPI wurden wie die oben beschriebenen Proben behandelt, wobei in den 
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Färbeschritten die übrigen Fluoreszenzfarbstoffe weggelassen wurden. Für APC und FITC 

wurden der oben beschriebene APC-gekoppelte Antikörper (APC anti-human CD14 Antibody, 

Clone: HCD14, Isotyp: Mouse IgG1, kappa, Biolegend Inc.), ein FITC-markierter Antikörper (FITC 

Mouse IgG1, kappa isotype control, Clone MOPC-21, BioLegend, Inc.), sowie Beads zur 

Kompensation verwendet. 

5.5 Oxidativer Burst + rtPA 

Für die Messung des oxidativen Bursts der Monozyten und Neutrophilen wurde das 

PHAGOBURSTTM-Kit von Glycotope Biotechnology verwendet. Hier werden Zellen durch 

verschiedene Stimulanzien (Waschpuffer, fMLP, PMA und opsonisierte E. coli-Bakterien) zur 

Radikalproduktion angeregt. Die entstandenen Radikale oxidieren in einem nächsten Schritt 

das Fluorogen Dihydrorhodamin123 (DHR123) zu Rhodamin123, einem Fluorochrom, welches 

mittels FACS detektiert wird. 

Für jeden der zehn untersuchten Probanden wurden insgesamt 12 Proben bearbeitet. Für jede 

der drei in der Inkubation verwendeten rtPA-Konzentrationen 0/0,5/1 mg/ml gab es die 

Stimulationsbedingungen "unstimuliert", "fMLP", "PMA" und "E. coli" (Abb. 4). 

 

Abbildung 4: Pro Proband wurden 12 Proben bearbeitet. Hierbei gab es die rtPA-

Konzentrationen 0/0,5 und 1 mg/ml und die Stimulationsbedingungen „unstimuliert“, 

„fMLP“, „PMA“ und „E. coli“. 

Für jede Probe wurde ein auf Eis gelagertes 2 ml Eppendorf-Tube mit 2,5 µl CD14-bindendem 

Antikörper (V450 CD14 (Mouse BALB/c IgG2b, κ, Clone: MφP9) gefärbt, um später Monozyten 

detektieren zu können. Anschließend wurden jedem Tube 100 µl vorinkubierte Zellsuspension 
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hinzugefügt. Zur Aktivierung der Proben wurden 20 µl Waschpuffer, fMLP-, PMA- bzw. E-coli-

Lösung verwendet, wobei pro Probe je nur eins der vier Stimulanzien hinzugefügt wurde. Die 

Proben wurden anschließend im Shaker bei 37 °C und 450 Bewegungen/min für 10 min 

inkubiert. Noch im Shaker wurde die Oxidation durch Hinzufügen von 20 µl der DHR123-

Lösung eingeleitet. Nach weiteren 10 min wurden die Proben aus dem Shaker genommen. Bei 

Raumtemperatur erfolgte für 20 min eine Lyse mit 2 ml des Lysereagenz aus dem Kit. Hiernach 

wurde das Lysereagenz bei 250 x g und 4 °C für 5 min abzentrifugiert und als Überstand 

verworfen. In einem Waschschritt wurde das Zellpellet in 2 ml Waschpuffer resuspendiert und 

erneut wie oben beschrieben zentrifugiert. Das Pellet wurde nun in 100 µl Waschpuffer 

resuspendiert und in ein FACS-Tube überführt. Hier wurden 100 µl DNA-Färbelösung aus dem 

Kit hinzugefügt. Bis zur Messung wurden die Proben auf Eis gelagert. 

Für die Einstellungen am FACS wurden in regelmäßigen Abständen Kompensationskontrollen 

mitgeführt. Für die Kompensation des CD14-Antikörpers wurden Beads verwendet. Alle 

anderen Kontrollen wurden wie oben beschrieben als Proben behandelt und mit PMA 

aktiviert, in den Färbeschritten wurde jedoch kein Fluorochrom, bzw. nur DHR123-Lösung, 

bzw. nur DNA-Färbelösung hinzugefügt. 

5.6 NETose + rtPA 

Für die Bestimmung der NETose-Rate wurden Neutrophile isoliert und mit Waschpuffer, fMLP 

bzw. PMA bei 37°C stimuliert. Nach einer Färbung extrazellulärer DNA wurden die Proben 

fluoreszenzmikroskopisch untersucht. 

Für jeden der 10 untersuchten Probanden wurden während der Isolation insgesamt 3 Proben 

bearbeitet, gemäß der in der Inkubation verwendeten rtPA-Konzentrationen 0/0,5/1 mg/ml. 

Für die Isolation Neutrophiler wurden in einem 15 ml Falcon-Röhrchen 6 ml Histopaque mit 6 

ml Probe aus der Inkubation überschichtet. Durch Zentrifugation für 20 min bei 870 x g 

(Beschleunigung 7/9, Bremse 3/9) wurde ein Dichtegradient erzeugt, aus dem die 

Neutrophilen in ein neues 15 ml Falcon-Röhrchen überführt und anschließend mit 10 ml PBS 

und Zentrifugation für 10 min bei 200 x g (Beschleunigung 9/9, Bremse 5/9) gewaschen 

wurden. Nach Verwerfen des Überstandes wurde das Pellet in 1,5 ml PBS resuspendiert. 

Abschließend wurde die Zelllösung einer Dichtegradientenzentrifugation mit Percoll 

unterzogen. In einem 15 ml Falcon-Röhrchen wurde die Zelllösung auf einen Gradienten, 
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bestehend aus je 2 ml-Schichten Percoll in PBS in absteigender Konzentration (85%, 80%, 75%, 

70%, 65%) geschichtet. 

Durch den gleichen Zentrifugationsschritt wie für den Histopaque-Gradienten (20 min, 870 x 

g, Beschleunigung 7/9, Bremse 3/9), bildete sich eine Schicht Neutrophiler Granulozyten ca. 

in der 70-80% Region des Percoll-Gradienten. Diese Schicht wurde abgenommen und wie 

oben beschrieben einem Waschschritt mit 10 ml PBS unterzogen. Das nach Zentrifugation 

entstandene Pellet wurde in 0,5 ml Hank’s balanced salt solution (HBSS) resuspendiert. 

Anschließend erfolgte eine Zellzählung mit 10 µl der Probe verdünnt in 90 µl Trypanblau-

Lösung in einer Neubauer-Zählkammer. Gezählt wurden nur die lebenden Zellen, welche kein 

Trypanblau aufnahmen. In Vorbereitung auf die Stimulation wurden für jede Probe drei Wells 

einer 24-Well-Platte mit je 1 ml einer auf 50x10³ Zellen/ml HBSS eingestellten Lösung befüllt 

(Abb. 5). 

Die Proben wurde nun für 30 min bei 37 °C (5 % CO2) inkubiert, um die isolierten Granulozyten 

auf den Boden der Platte sinken zu lassen. Hiernach erfolgte die Stimulation mit 100 µl HBSS, 

bzw. 0,5 µl fMLP in 100 µl HBSS bzw. 0,5 µl PMA in 100 µl HBSS. 

 

Abbildung 5: Pro Proband wurden 9 Wells einer 24-Wellplatte bearbeitet. Die isolierten 

Neutrophilen Granulozyten stammten aus Proben, die mit 0/0,5 und 1 mg/ml rtPA inkubiert 

worden waren. Die NETose wurde bei unstimulierten sowie mit fMLP oder PMA stimulierten 

Neutrophilen Granulozyten untersucht. 

Die Proben wurden nun für 2 Stunden bei 37 °C (5 % CO2) inkubiert. Anschließend wurden alle 

Proben mit je 5 µl 1%iger Sytox-Lösung (100 µl Sytox Green Nucleic Acid Stain 5 Millimolar 

(mM) in 9900 µl PBS) gefärbt und für 10 min inkubiert, um extrazelluläre DNA darzustellen. 
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5.7 MPO und NE intrazellulär + rtPA 

Für jeden der 10 untersuchten Probanden wurden insgesamt 6 Proben bearbeitet: für jede 

der rtPA-Konzentrationen 0/0,5/1 mg/ml wurde in einem Röhrchen MPO und einem weiteren 

NE angefärbt (Abb. 6). 

 

Abbildung 6: Pro Proband wurden 6 Proben bearbeitet. Nach Inkubation mit 0/0,5 und 1 

mg/ml rtPA wurden MPO und NE angefärbt. 

Pro FACS-Röhrchen wurden 200 µl Zellsuspension aliquotiert und zur Lyse der Erythrozyten 

für 10 min mit 2 ml Puffer A (Human FoxP3 Buffer Set) im Dunkeln bei Raumtemperatur 

inkubiert. Nach Abzentrifugieren (500 x g, 5 min) des Lysepuffers wurde das Pellet in 2 ml 

Waschpuffer resuspendiert und zentrifugiert (500 x g, 5min), der Überstand wurde verworfen. 

Die Permeabilisierung erfolgte mit 0,5 ml Puffer C (Human FoxP3 Buffer Set). Nach 30 min im 

Dunkeln bei Raumtemperatur wurde die Inkubation beendet, es folgten zwei Waschschritte 

wie oben beschrieben (2 ml Waschpuffer, 500 x g, 5 min). Die Proben wurden nun für 5 min 

mit 2,5 µl Fc-Rezeptor-Block inkubiert. 

Für die Färbung von MPO wurden die Proben mit 5 µl eines fluoreszenzmarkierten Antikörpers 

(Anti-human MPO FITC, Clone MPO421-8B2, Isotyp: Mouse IgG1, kappa) für 30 min inkubiert. 

Anschließend folgten zwei Waschschritte wie oben beschrieben. 

Für die Färbung von NE wurden die Proben zunächst mit 1 µl Primärantikörper (Monoclonal 

Mouse Anti-Human Neutrophil Elastase, Clone NP57, Isotyp: IgG1, kappa) für 15 min inkubiert. 

Es schlossen sich zwei Waschschritte (siehe oben) an. Dann wurde 1 µl Sekundärantikörper 

(Phycoerythrin (PE) Goat anti-mouse IgG (minimal x-reactivity), Clone Poly4053) hinzugefügt 

und für 10 min inkubiert. Es folgten zwei Waschschritte (siehe oben). 
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Nach der Färbung von MPO bzw. NE folgte eine extrazelluläre Färbung von CD14, zum 

Erkennen von Monozyten im FACS. Hierfür wurden die Proben mit 2 µl APC-gekoppeltem Anti-

CD14-Antikörper (APC anti-human CD14 Antibody, Clone: HCD14, Isotyp: Mouse IgG1, kappa) 

für 10 min inkubiert. Anschließend folgten zwei Waschschritte (siehe oben). Zur Vorbereitung 

der Messung wurden die Proben mit 150 µl Waschpuffer versetzt und dunkel gelagert. 

In regelmäßigen Abständen wurden Isotypkontrollen mitgeführt, in denen der MPO-

Antikörper und der Primärantikörper der NE-Färbung gegen den jeweiligen Isotypen der 

Antikörper (Mouse IgG1 isotype control FITC, Clone MOPC-21, Isotyp: Mouse IgG1, kappa und 

Negative Control Mouse IgG1, Clone DAK-GO1, Isotyp: Mouse IgG1, kappa, (anti Aspergillus 

niger)) ersetzt waren. 

5.8 MPO extrazellulär 
Verwendet wurde der MPO-Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) von biolegend nach 

Angaben des Herstellers. Die Proben wurden vor Beginn des Versuchs auf Raumtemperatur 

erwärmt und mit dem im Kit dafür bereitgestellten Puffer verdünnt. Für die Proben aus den 

In-vitro-Experimenten wurde eine Verdünnung von 1:100 gewählt. Für die Patienten- bzw. 

Kontrollproben wurden Verdünnungen von 1:200 gewählt. Parallel wurde eine Standardreihe 

nach Angaben des Herstellers in Duplikaten mitgeführt. 

5.9 NE extrazellulär 
Verwendet wurde der NE-ELISA von Assaypro LLC nach Angaben des Herstellers. Die Proben 

wurden vor Beginn des Versuchs auf Raumtemperatur erwärmt und mit dem im Kit dafür 

bereitgestellten Puffer verdünnt. Für die Proben aus den In-vitro-Experimenten wurde eine 

Verdünnung von 1:25 gewählt. Für die Patienten- bzw. Kontrollproben wurden Verdünnungen 

von 1:200 bzw. 1:500 gewählt. Parallel wurde eine Standardreihe nach Angaben des 

Herstellers in Duplikaten mitgeführt. 

5.10 Messung 

5.10.1 FACS-Versuche 

Die Messungen der Experimente zu Phagozytose, oxidativem Burst, intrazellulärem MPO- und 

NE- Gehalt erfolgten am FACS (BD LSR II) mit der Software FACS-Diva. Das anschließende 

Gating wurde mit FlowJoTM 7.5 durchgeführt. 
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5.10.2 FACS und Gating Phagozytose 

Pro FACS-Röhrchen wurden 100 000 Events aufgezeichnet. Zunächst wurden im Side-, dann 

im Forward-Scatter Dubletten aus der Betrachtung entfernt, anschließend wurden im V450-

Kanal DAPI-negative Zellen (bei Fluoreszenzintensität unter 10²) ausgeschlossen, um nur DNA-

haltige Zellen, nicht die verwendeten E. coli, zu betrachten. Durch Gegenüberstellung von 

Side-Scatter und R670-Kanal wurden über APC die Population von Neutrophilen Granulozyten 

und die der Monozyten abgegrenzt. Für beide Populationen wurde im B530-Kanal über FITC 

die Prozentzahl phagozytierender Zellen bestimmt. Als Gate-Begrenzung diente hier die 

Kontroll-Probe, die während des Experiments auf Eis belassen wurde. Anschließend wurde in 

der phagozytierenden Population die Fluoreszenzintensität von FITC und damit die 

Phagozytosequantität pro phagozytierende Zelle bestimmt (Abb. 7). 

 

Abbildung 7: Gating der FACS-Messungen der Phagozytose-Experimente: Eliminierung von 

Dubletten im Side- (A) und Forward-Scatter (B); Abgrenzung der DNA-haltigen Zellen (C); 

Abgrenzung von Neutrophilen Granulozyten und Monozyten (D); Abgrenzung der E. coli-

haltigen Neutrophilen Granulozyten (E) und Monozyten (F) 

5.10.3 FACS und Gating des Oxidativen Bursts 

Pro FACS-Röhrchen wurden 50 000 bis 450 000 Events aufgezeichnet. Zunächst wurden im 

Side- dann im Forward-Scatter Dubletten aus der Betrachtung entfernt, anschließend wurden 
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im YG582-Kanal über die DNA-Färbelösung aus dem verwendeten Kit DNA-haltige Zellen 

ausgewählt, um die nicht phagozytierten E. coli von der Betrachtung auszuschließen. Dann 

wurden durch Gegenüberstellung von Side-Scatter und V450-Kanal die CD14-positiven 

Monozyten abgegrenzt. Aus den restlichen Events wurden durch Gegenüberstellung von Side- 

und Forward-Scatter die Neutrophilen Granulozyten abgegrenzt. Sowohl für Neutrophile 

Granulozyten als auch für Monozyten wurde im B530-Kanal über Rhodamin123 die 

Prozentzahl der Zellen mit oxidativem Burst bestimmt. Als Gate-Begrenzung diente hier die 

Probe, welche mit Waschpuffer anstelle von Stimulanz behandelt worden war. Anschließend 

wurde die Fluoreszenzintensität von Rhodamin123 und damit die Burstquantität pro Zelle 

bestimmt (Abb. 8). 



30 
 

 

Abbildung 8: Gating der FACS-Messungen der Experimente zum oxidativen Burst: 

Eliminierung von Dubletten im Side- (A) und Forward-Scatter (B); Abgrenzung der DNA-

haltigen Zellen (C); Abgrenzung von Monozyten (D) und Neutrophilen Granulozyten (E); 

Abgrenzung der Burst-positiven Neutrophilen Granulozyten (F) und Monozyten (G) 

5.10.4 FACS und Gating der intrazellulären MPO 

Pro FACS-Röhrchen wurden 100 000 bis 300 000 Events aufgezeichnet. Zunächst wurden im 

Side-, dann im Forward-Scatter Dubletten aus der Betrachtung entfernt, anschließend wurden 

durch Gegenüberstellung von Side-Scatter und R670-Kanal über APC die CD14-positiven 

Monozyten abgegrenzt. Aus den übrigen Events wurden durch Gegenüberstellung von Side- 

und Forward-Scatter die Neutrophilen Granulozyten abgegrenzt. Sowohl für Neutrophile 

Granulozyten als auch für Monozyten wurde im B530-Kanal über FITC die Prozentzahl der 
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MPO-positiven Zellen bestimmt. Als Gate-Begrenzung diente hier die mitgeführte 

Isotypkontrolle. Anschließend wurde die Fluoreszenzintensität von FITC und damit der MPO-

Gehalt pro Zelle bestimmt (Abb. 9). 

 

Abbildung 9: Gating der FACS-Messungen der Experimente zum intrazellulären MPO-Gehalt: 

Eliminierung von Dubletten im Side- (A) und Forward-Scatter (B); Abgrenzung von 

Monozyten (C) und Neutrophilen Granulozyten (D); Abgrenzung der MPO-positiven 

Neutrophilen Granulozyten (E) und Monozyten (F) 

5.10.5 FACS und Gating der intrazellulären NE 

Pro FACS-Röhrchen wurden 100 000 bis 300 000 Events aufgezeichnet. Zunächst wurden im 

Side- dann im Forward-Scatter Dubletten aus der Betrachtung entfernt, anschließend wurden 

die CD14-positiven Monozyten durch Gegenüberstellung von Side-Scatter und R670-Kanal 

über APC abgegrenzt. Auch die Neutrophile-Granulozyten-Population wurde in dieser 

Gegenüberstellung abgegrenzt. Sowohl für Neutrophile Granulozyten als auch für Monozyten 

wurde im YG582-Kanal über PE die Prozentzahl der NE-positiven Zellen bestimmt. Als Gate-

Begrenzung diente hier die mitgeführte Isotypkontrolle. Anschließend wurde die 

Fluoreszenzintensität von PE und damit der NE-Gehalt pro Zelle bestimmt (Abb. 10). 
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Abbildung 10: Gating der FACS-Messungen der Experimente zum intrazellulären NE-Gehalt: 

Eliminierung von Dubletten im Side- (A) und Forward-Scatter (B); Abgrenzung von 

Neutrophilen Granulozyten und Monozyten (C); Abgrenzung der NE-positiven Neutrophilen 

Granulozyten (D) und Monozyten (E) 

5.10.6 MPO und NE extrazellulär 

Die Messungen der Experimente zum extrazellulären MPO- und NE-Gehalt erfolgten mit dem 

MicroplateReader (Multiscan Ex Typ 355) von ThermoFisher Scientific nach Empfehlung der 

Hersteller bei einer Wellenlänge von 450 nm. Die Werte einer zweiten Messung bei 595 nm 

wurden von den Messergebnissen abgezogen, um optische Fehler durch die Mikrotitrierplatte 

zu minimieren. Die anschließende Auswertung wurde mit der Microplate-Reader Ascent 

Software (für Multiscan Ascent) durchgeführt. Die MPO- und NE-Konzentrationen wurden 

über die gemittelten Werte der zugehörigen Standardreihe berechnet. 

5.10.7 Mikroskopieren und Auswertung der NETose 

Die Betrachtung der Wells erfolgte mittels Fluoreszenzmikroskop (LEICA DMI 4000 B). Es 

wurden in 200-facher Vergrößerung pro Well 10 über das Well verteilte Bereiche ausgewählt 

(Abb. 11) und fotografiert, wobei ein Bild im Durchlichtkanal und eins im Fluoreszenzkanal 

(Leica Filter Cube N3) aufgenommen wurde. 
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Abbildung 11: Pro Well wurden 10 Bildausschnitte gewählt und fotografiert. Beispielhafte 

Verteilung 

Für die Auswertung der Bilder wurde das Programm ImageJ 1.48v verwendet. Zunächst 

erfolgte eine manuelle Zählung der Neutrophilen auf den Durchlichtbildern. In einem zweiten 

Schritt wurden die Flächen der NETs bestimmt. Hierzu wurde in den Bildern des 

Fluoreszenzkanals manuell ein Grenzwert gesetzt, der die grün fluoreszierenden Flächen vom 

übrigen Bild abgrenzte. Die so erhaltenen Flächen wurden anschließend durch ImageJ 

vermessen. Dabei wurden Flächen, die durch den Bildrand unvollständig waren, nicht 

berücksichtigt. Waren NETose-Flächen für den Untersucher als voneinander getrennt 

erkennbar, jedoch durch Setzen des Grenzwerts zu einer Fläche verschmolzen, wurde diese 

vor der Vermessung manuell durch einen zwei Pixel breiten Strich voneinander getrennt (Abb. 

12). Die in µm² angegebenen Flächeninhalte wurden gespeichert. 

 

Abbildung 12: Auswertung der Bilder in ImageJ; Flächen, die durch den Bildrand 

unvollständig waren, wurden nicht berücksichtigt (langer Pfeil). Flächen, die durch den 

Untersucher als voneinander getrennt erkennbar waren (kurzer Pfeil), wurden manuell 

durch einen zwei Pixel breiten Strich voneinander getrennt. 

Mithilfe des Programms Microsoft Office Excel 2007 wurde jeweils für einen gesamten aus 10 

Fotos bestehenden Bildsatz die NETose-Rate und die durchschnittliche NETose-Fläche 

berechnet. In die Berechnung wurden hierbei nur Flächen einbezogen, die größer als 300 µm² 

waren, da es sich bei kleineren fluoreszierenden Flächen um apoptotische oder nekrotische 
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Zellen bzw. um Verunreinigungen handelt. Für die NETose-Rate wurde die Gesamtzahl der 

NETotischen Flächen durch die Gesamtzahl der für diesen Bildsatz gezählten Zellen geteilt, für 

die durchschnittliche NETose-Fläche wurde der Mittelwert (M) der NET-Flächeninhalte 

gebildet. 

5.11 Statistische Analysen 

Die statistische Auswertung erfolgte mit GraphPad Prism für Windows (Version 5.01). 

Zunächst wurden die Daten mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test auf Normalverteilung 

getestet. Für normalverteilte Daten wurde anschließend eine 1-way-Analysis of variance 

(ANOVA) mit Bonferroni's Multiple Comparison Test als Posttest durchgeführt. Für nicht 

normalverteilte Daten wurde der Friedmann-Test mit Dunn's Test als Posttest gewählt. Für die 

Inkubationsversuche mit rtPA wurde mit verbundenen Stichproben gerechnet. Für die 

Gegenüberstellung von Patientendaten mit bzw. ohne Thrombolyse wurde für 

normalverteilte Daten der Zweistichproben-t-Test und für nicht normalverteilte Daten der 

Mann-Whitney-U-Test verwendet. Als signifikant galten *p≤0,05 **p≤0,01 ***p≤0,001. 
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6 Ergebnisse 

6.1 In-vitro-Versuche mit rtPA 

6.1.1 Phagozytose + rtPA 

Die Phagozytose stellt bei Neutrophilen Granulozyten und Monozyten einen wichtigen 

Mechanismus zur Beseitigung von Pathogenen dar. Um festzustellen, in welchem Maß rtPA 

hier einen Einfluss hat, wurde in den mit rtPA inkubierten Blutproben von 10 jungen gesunden 

Probanden die Phagozytose von opsonisierten E. coli gemessen. Erfasst wurden 

Phagozytoserate und Phagozytose pro Zelle, sowohl der Neutrophilen Granulozyten als auch 

der Monozyten nach Inkubation ohne (0 µg/ml) und mit (0,5 und 1 µg/ml) rtPA. Für alle 

untersuchten Bedingungen war n=10 (Abb. 13). 
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Abbildung 13: Phagozytose opsonisierter E. coli-Bakterien nach 4-stündiger Inkubation mit 

0/0,5/1 µg/ml rtPA; Phagozytoserate von Neutrophilen Granulozyten (A) und Monozyten 

(B) in Prozent, Darstellung als Scatter Plot (M ± SD); Phagozytose pro Zelle von Neutrophilen 

Granulozyten (C) und Monozyten (D), Darstellung als Balkendiagramm (M ± SD); Repeated 

Measures ANOVA, Post-hoc-Test: Bonferroni's Multiple Comparison Test; *p≤0,05 **p≤0,01 

***p≤0,001 
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Sowohl bei Neutrophilen Granulozyten als auch bei Monozyten war die Phagozytoserate nach 

Inkubation mit 1 µg/ml rtPA leicht erhöht. Für die niedrigere rtPA-Konzentration (0,5 µg/ml) 

wurde, verglichen mit Inkubation ohne rtPA, kein signifikanter Unterschied festgestellt 

(Neutrophile Granulozyten: Phagozytoserate0 µg/ml (M± Standardabweichung (SD)): 79,52 % ± 8,990; 

Phagozytoserate0,5 µg/ml (M ± SD) 81,09 % ± 8,866; Phagozytoserate1 µg/ml (M ± SD): 81,09 % ± 9,313; 

p=0,0422; Monozyten: Phagozytoserate0 µg/ml (M ± SD): 64,88 % ± 9,371; Phagozytoserate0,5 µg/ml 

(M ± SD): 66,93 % ± 6,214; Phagozytoserate1 µg/ml (M ± SD): 68,47 % ± 6,475; p=0,0185). Diese Effekte 

waren bei den Neutrophilen Granulozyten mit einem Konfidenzintervall von -4.695 bis -

0.05978 in Bonferroni's Multiple Comparison Test und bei den Monozyten mit -6,573 bis -

0,5880 schwach ausgeprägt. 

Die Phagozytose pro Zelle war nach Inkubation mit rtPA signifikant vermindert. Dies zeigte 

sich sowohl bei Neutrophilen Granulozyten, als auch bei Monozyten und galt für beide 

eingesetzte rtPA-Konzentrationen (0,5 und 1 µg/ml) (Neutrophile Granulozyten: Phagozytose 

pro Zelle0 µg/ml (M ± SD): 10123 ± 2874; Phagozytose pro Zelle0,5 µg/ml (M ± SD): 8990 ± 2734; 

Phagozytose pro Zelle1 µg/ml (M ± SD): 8751 ± 2671; p<0,0001; Monozyten: Phagozytose pro Zelle0 

µg/ml (M ± SD): 5863 ± 927,8; Phagozytose pro Zelle0,5 µg/ml (M ± SD): 4766 ± 742,0; Phagozytose pro 

Zelle1 µg/ml (M ± SD): 4577 ± 454,3; p<0,0001). Zwischen den beiden rtPA-Konzentrationen gab es 

weder bei Neutrophilen Granulozyten noch bei Monozyten signifikante Unterschiede. 

6.1.2 Oxidativer Burst + rtPA 

Phagozytierte Pathogene werden im Phagolysosom mit Hilfe des oxidativen Bursts abgebaut. 

Um festzustellen, ob rtPA Auswirkungen auf diesen Vorgang hat, wurde der oxidative Burst 

unter verschiedenen Stimulationsbedingungen (unstimuliert, fMLP, PMA, E. coli) in den mit 

rtPa inkubierten Blutproben von 10 jungen gesunden Probanden gemessen. Testprinzip war 

hier die Umwandlung von DHR123 in Rhodamin123, welches per FACS detektiert wurde. 

Erfasst wurden Burstrate und Burst pro Zelle sowohl der Neutrophilen Granulozyten als auch 

der Monozyten nach Inkubation ohne (0 µg/ml) und mit (0,5 und 1 µg/ml) rtPA. Für alle 

untersuchten Bedingungen war n=10 (Abb. 14). 
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Abbildung 14: Oxidativer Burst von Neutrophilen Granulozyten und Monozyten nach 4-

stündiger Inkubation mit 0/0,5/1 µg/ml rtPA unstimuliert bzw. nach Stimulation mit fMLP, 
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PMA, E. coli; Burstrate von Neutrophilen Granulozyten (A) und Monozyten (B) in Prozent, 

Darstellung als Scatter Plot (Median + Interquartilsabstand); Friedman Test, Post-hoc-Test: 

Dunn's Multiple Comparison Test; Burst pro Zelle von Neutrophilen Granulozyten (C) und 

Monozyten (D), Darstellung als Balkendiagramm (M ± SD); Repeated Measures ANOVA, 

Post-hoc-Test: Bonferroni's Multiple Comparison Test; *p≤0,05 **p≤0,01 ***p≤0,001 

Die Burstrate nach Stimulation mit PMA und E. coli als starke Stimuli für oxidativen Burst lag 

bei allen untersuchten Bedingungen (Neutrophile Granulozyten, Monozyten, 0/0,5/1 µg/ml 

rtPA) bei nahezu 100 %. Einzige Ausreißer waren zwei Werte der mit E. coli stimulierten 

Monozyten (MonozytenE. coli, 0 µg/ml rtPA Wert 3 93,46 %; MonozytenE. coli, 1 µg/ml rtPA Wert 3 95,0%). Bei 

Stimulation mit fMLP lag die Burstrate bei den Neutrophilen Granulozyten insgesamt zwischen 

0,45 % und 10,57 %, bei den Monozyten zwischen 0,48 % und 7,73 %. Unstimuliert war die 

Burstrate noch niedriger (GranulozytenSpannweite gesamt)0,19-5,57%; MonozytenSpannweite 

gesamt)0,25-5,92%). Der Burst pro Zelle war bei PMA und E. coli ebenfalls deutlich stärker 

ausgeprägt als der nach Stimulation mit fMLP bzw. unstimuliert, wobei die Neutrophilen 

Granulozyten stets einen stärkeren oxidativen Burst als die Monozyten zeigten. 

Weder bei den Neutrophilen Granulozyten noch bei den Monozyten gab es zwischen den 

verschiedenen rtPA-Konzentrationen (0/0,5/1 µg/ml), mit denen inkubiert worden war, 

Unterschiede bezüglich der Burstrate. Dies galt für alle untersuchten 

Stimulationsbedingungen. 

Der Burst pro Zelle war nach Inkubation mit rtPA in einigen Stimulationsbedingungen 

verringert. Dies galt sowohl für Neutrophile Granulozyten als auch für Monozyten. Bei den 

Neutrophilen Granulozyten zeigten die mit 0,5 µg/ml rtPA inkubierten Proben einen 

signifikant geringeren Burst (Neutrophile Granulozyten fMLP: Burst pro Zelle0 µg/ml (M ± SD): 1376 

± 471,9 vs. Burst pro Zelle0,5 µg/ml (M ± SD): 1067 ± 360,0; Burst pro Zelle1 µg/ml (M ± SD): 1244 ± 373,9; 

p=0,0004). Bei den Monozyten fanden sich bei 0,5 µg/ml rtPA und PMA, sowie bei 1 µg/ml 

rtPA und fMLP, sowie E. coli als Stimulanz signifikant verringerte Burstraten verglichen mit den 

ohne rtPA inkubierten Proben (Monozyten: fMLP: Burst pro Zelle0 µg/ml (M ± SD): 773,5 ± 126,1 vs. 

Burst pro Zelle1 µg/ml (M ± SD): 699,1 ± 90,23; p=0,0086; PMA: Burst pro Zelle0 µg/ml (M ± SD): 4236 ± 

1659 vs. Burst pro Zelle0,5 µg/ml (M ± SD): 3291 ± 978,9; p=0,0033; E. coli: Burst pro Zelle0 µg/ml (M ± 

SD): 4000 ± 1725 vs. Burst pro Zelle1 µg/ml (M ± SD): 2952 ± 998,3; p=0,0427). Ähnliche Trends in 
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den anderen Proben erreichten weder bei Neutrophilen Granulozyten noch bei Monozyten 

Signifikanz. 

6.1.3 NETose + rtPA 

Neben Phagozytose und oxidativem Burst können Neutrophile Granulozyten Pathogene 

mittels NETose bekämpfen. Der mögliche Einfluss von rtPA auf die NETose wurde in vitro an 

mit rtPA inkubierten Blutproben von 10 jungen gesunden Probanden getestet. Die isolierten 

Neutrophilen Granulozyten wurden unstimuliert bzw. nach Stimulation mit fMLP bzw. PMA 

lichtmikroskopisch untersucht. Erfasst wurden NETose-Rate und -Fläche nach Inkubation ohne 

(0µg/ml) und mit (0,5 und 1 µg/ml) rtPA. Für alle untersuchten Bedingungen war n=10 (Abb. 

15). 
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Abbildung 15: NETose nach 4-stündiger Inkubation mit 0/0,5/1 µg/ml rtPA unstimuliert und 

nach Stimulation mit fMLP, PMA; NETose-Rate in Prozent (A), Darstellung als Scatter Plot 

(Median + Interquartilsabstand); NET-Fläche in µm² (B), Darstellung als Balkendiagramm 
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(Median + Interquartilsabstand); Friedman Test, Post-hoc-Test: Dunn's Multiple Comparison 

Test; *p≤0,05 **p≤0,01 ***p≤0,001 

Die NETose-Rate lag bei den unstimulierten und mit fMLP stimulierten Neutrophilen 

Granulozyten bei ca. 1%, bei den mit PMA stimulierten deutlich höher bei 10%. Die NET-Fläche 

betrug für unstimulierte und mit fMLP stimulierte Proben 300 bis 600 µm², für PMA ca. 700 

µm². 

Zwischen den unterschiedlichen rtPA-Konzentrationen (0/0,5/1 µg/ml) gab es unter allen drei 

Stimulationsbedingungen (unstimuliert, fMLP, PMA) keine signifikanten Unterschiede. Dies 

galt sowohl für die NETose-Rate, als auch für die NETose-Fläche. 

6.1.4 MPO + rtPA extrazellulär 

MPO, ein Schlüsselenzym für die Abwehrmechanismen von Neutrophilen Granulozyten und 

Monozyten, kann von diesen Zellen bei starker Stimulation in den extrazellulären Raum 

sezerniert werden. Um festzustellen, ob rtPA den Gehalt an extrazellulärer MPO beeinflusst, 

wurde dieser in Überständen von mit rtPA inkubierten Proben 10 junger gesunder Probanden 

in vitro mittels ELISA gemessen. Erfasst wurde die MPO-Menge in ng/ml nach Inkubation ohne 

(0 µg/ml) und mit (0,5 und 1 µg/ml) rtPA. Für alle untersuchten Bedingungen war n=10 (Abb. 

16). 
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Abbildung 16: MPO extrazellulär in ng/ml nach 4-stündiger Inkubation mit 0/0,5/1 µg/ml 

rtPA; Darstellung als Scatter Plot (M ± SD); Repeated Measures ANOVA, Post-hoc-Test: 

Bonferroni's Multiple Comparison Test; *p≤0,05 **p≤0,01 ***p≤0,001 
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Die in den Überständen gemessene MPO-Menge betrug ca. 30-35 ng/ml. In den Proben der 

Probanden 3 und 4 fand sich deutlich weniger MPO, in denen von Proband 6 deutlich mehr. 

Zwischen den unterschiedlichen rtPA-Konzentrationen (0/0,5/1 µg/ml) gab es bezüglich der 

im Überstand gemessenen MPO-Menge keine signifikanten Unterschiede (MPO extrazellulär0 

µg/ml (M ± SD): 33,12 ng/ml ± 4,602; MPO extrazellulär0,5 µg/ml (M ± SD): 33,14 ng/ml ± 4,822; MPO 

extrazellulär1 µg/ml (M ± SD): 33,70 ng/ml ± 4,815; p=0,4437). 

6.1.5 NE + rtPA extrazellulär 

NE trägt entscheidend zur Funktion der Abwehrmechanismen von Neutrophilen Granulozyten 

und Monozyten bei. Genau wie MPO kann auch NE in den extrazellulären Raum abgegeben 

werden. In diesem Experiment wurde untersucht, ob rtPA einen Einfluss auf den extrazellulär 

messbaren NE-Gehalt hat. Dazu wurden die zellfreien Überstände der mit rtPA behandelten 

Proben von 10 jungen gesunden Probanden verwendet. Zur Detektion und Quantifizierung 

von NE wurde ein ELISA verwendet. Erfasst wurde die NE-Menge in ng/ml nach Inkubation 

ohne (0 µg/ml) und mit (0,5 und 1 µg/ml) rtPA. Für alle untersuchten Bedingungen war n=10 

(Abb. 17). 
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Abbildung 17: NE extrazellulär in ng/ml nach 4-stündiger Inkubation mit 0/0,5/1 µg/ml rtPA; 

Darstellung als Scatter Plot (M ± SD)); Repeated Measures ANOVA, Post-hoc-Test: 

Bonferroni's Multiple Comparison Test; *p≤0,05 **p≤0,01 ***p≤0,001 

Der in den Proben gemessene NE-Gehalt betrug zwischen 10 und 40 ng/ml. Die mit rtPA 

inkubierten Proben wiesen, verglichen mit den Proben ohne rtPA, einen deutlich erhöhten 

NE-Gehalt auf. Dieser Effekt war konzentrationsabhängig (NE extrazellulär0 µg/ml (M ± SD): 21,26 
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ng/ml ± 2,284; NE extrazellulär0,5 µg/ml (M ± SD): 24,55 ng/ml ± 3,415; NE extrazellulär1 µg/ml (M ± SD): 

27,75 ng/ml ± 3,745; p<0,0001) 

6.1.6 MPO + rtPA intrazellulär 
Ergänzend zu den extrazellulären Messungen wurde MPO intrazellulär quantifiziert. So sollte 

festgestellt werden, ob rtPA den intrazellulären MPO-Gehalt verändert. Die Messungen 

erfolgten durchflusszytometrisch unter Verwendung der mit rtPA inkubierten Blutproben von 

10 jungen gesunden Probanden. Erfasst wurde die Rate der MPO-positiven Neutrophilen 

Granulozyten bzw. Monozyten, sowie deren MPO-Gehalt pro Zelle nach Inkubation ohne (0 

µg/ml) und mit (0,5 und 1 µg/ml) rtPA. Für alle untersuchten Bedingungen war n=10 (Abb. 18). 
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Abbildung 18: Intrazellulärer MPO-Gehalt nach 4-stündiger Inkubation mit 0/0,5/1 µg/ml 

rtPA; Rate MPO-positiver Neutrophiler Granulozyten (A) und Monozyten (B) in Prozent, 

Darstellung als Scatter Plot (M ± SD); MPO-Gehalt pro Zelle von Neutrophilen Granulozyten 

(C) und Monozyten (D), Darstellung als Balkendiagramm (M ± SD); Repeated Measures 

ANOVA, Post-hoc-Test: Bonferroni's Multiple Comparison Test; *p≤0,05 **p≤0,01 

***p≤0,001 
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Zwischen den unterschiedlichen rtPA-Konzentrationen (0/0,5/1 µg/ml) gab es bezüglich der 

Rate MPO-positiver Zellen, sowie des MPO-Gehalts pro Zelle weder bei Neutrophilen 

Granulozyten noch bei Monozyten signifikante Unterschiede. 

6.1.7 NE + rtPA intrazellulär 

Ergänzend zu den extrazellulären NE-Messungen wurde der intrazelluläre NE-Gehalt 

gemessen. Ziel war es festzustellen, ob rtPA sich auf die intrazelluläre NE-Menge auswirkt. Die 

FACS-Messungen erfolgten nach intrazellulärer Färbung der in vitro mit rtPA behandelten 

Blutproben von 10 jungen gesunden Probanden. Erfasst wurde die Rate der NE-positiven 

Granulo- bzw. Monozyten, sowie deren NE-Gehalt pro Zelle nach Inkubation ohne (0 µg/ml) 

und mit (0,5 und 1 µg/ml) rtPA. Für alle untersuchten Bedingungen war n=10 (Abb. 19). 
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Abbildung 19: Intrazellulärer NE-Gehalt nach 4-stündiger Inkubation mit 0/0,5/1 µg/ml rtPA; 

Rate NE-positiver Neutrophiler Granulozyten (A) und Monozyten (B) in Prozent, Darstellung 

als Scatter Plot (M ± SD); NE-Gehalt pro Zelle von Neutrophilen Granulozyten (C) und 

Monozyten (D), Darstellung als Balkendiagramm (M ± SD); Repeated Measures ANOVA, 

Post-hoc-Test: Bonferroni's Multiple Comparison Test; *p≤0,05 **p≤0,01 ***p≤0,001 
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Die Rate NE-positiver Zellen lag sowohl bei den Neutrophilen Granulozyten als auch bei den 

Monozyten bei annähernd 100%. Ausreißer war ein Wert der mit 0,5 µg/ml rtPA inkubierten 

Neutrophilen Granulozyten (NE Granulozyten0,5 µg/ml rtPA Wert 4 95,63%). 

Zwischen den unterschiedlichen rtPA-Konzentrationen (0/0,5/1 µg/ml) gab es bezüglich der 

Rate NE-positiver Zellen, sowie des NE-Gehalts pro Zelle weder bei Neutrophilen Granulozyten 

noch bei Monozyten signifikante Unterschiede. 

6.2 Ex-vivo-Untersuchungen 

6.2.1 Studienkollektiv 

Zum einen wurden Serumproben von Schlaganfallpatienten auf den Gehalt von MPO und NE 

untersucht. Zum anderen wurden Zellen von Schlaganfallpatienten auf den intrazellulären 

Gehalt von NE hin untersucht. 

Für die Untersuchung von MPO und NE im Serum wurden insgesamt 23 Schlaganfallpatienten 

und 11 altersentsprechende Kontrollprobanden rekrutiert. Nicht für alle Patienten konnte an 

allen 5 Tagen Serum gewonnen werden (nCtrl=11, nd0=8, nd1=12, nd3=18, nd5=17). Zudem wurde 

nicht an allen Untersuchungstagen ein Routinelabor angefertigt, sodass diese Werte bei 

Bestimmung der absoluten Zahl Neutrophiler Granulozyten, sowie bei Normierung auf diese 

nicht berücksichtigt werden konnten. Die n-Zahl für diese Auswertungen war somit verringert 

(nCtrl=10, nd0=7, nd1=9, nd3=11, nd5=12). 

Für die Messung des intrazellulären NE-Gehalts von Neutrophilen Granulozyten und 

Monozyten wurden insgesamt 12 Schlaganfallpatienten und 10 Kontrollprobanden rekrutiert. 

Bei den Schlaganfallpatienten konnten nicht für alle Patienten an jedem Tag Daten erfasst 

werden, was die n-Zahl verringerte (nCtrl=10, nd1=10, nd3=10, nd5=10). 

6.2.2 Neutrophile Granulozyten 

Um festzustellen, wie sich die Anzahl Neutrophiler Granulozyten des untersuchten 

Patientenkollektivs nach Schlaganfall entwickelt, wurde diese an Tag 0, 1, 3 und 5 mit der 

Neutrophilenzahl von altersentsprechenden Kontrollprobanden verglichen (nCtrl=10, nd0=7, 

nd1=9, nd3=11, nd5=12) (Abb. 20). 
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Abbildung 20: Anzahl Neutrophiler Granulozyten von Kontrollprobanden (Ctrl) und 

Patienten mit Schlaganfall an Tag 0/1/3/5 in Gpt/L, Darstellung als Scatter Plot (M ± SD); 

One-Way ANOVA, Post-hoc-Test: Bonferroni's Multiple Comparison Test; *p≤0,05 **p≤0,01 

***p≤0,001 

Die Anzahl Neutrophiler Granulozyten war nach Schlaganfall an Tag 1 signifikant höher als die 

von altersentsprechenden Kontrollen. Ähnliche Trends an Tag 3 und 5 erreichten keine 

Signifikanz (NeutrophilenzahlCtrl (M ± SD): 3,304 Giga-Parts(Gpt)/L ± 0,9358; Neutrophilenzahld0 

(M ± SD): 4,116 Gpt/L ± 1,463; Neutrophilenzahld1 (M ± SD): 8,723 Gpt/L ± 5,681; Neutrophilenzahld3 

(M ± SD): 7,265 Gpt/L ± 3,472; Neutrophilenzahld5 (M ± SD): 6,684 Gpt/L ± 5,464; p=0,0362). 

6.2.3 MPO extrazellulär 

Analog zu den In-vitro-Experimenten mit rtPA wurde der extrazelluläre MPO-Gehalt nach dem 

Schlaganfall untersucht. Die Messung der extrazellulären MPO wurde mittels ELISA 

durchgeführt. Um festzustellen, wie sich die MPO-Serumkonzentration nach dem Schlaganfall 

entwickelt, wurde diese aus Proben von Tag 0, 1, 3 und 5 gemessen und mit 

altersentsprechenden Kontrollen verglichen (nCtrl=11, nd0=8, nd1=12, nd3=18, nd5=17). 

Außerdem wurden die Werte von Patienten mit und ohne Thrombolyse einander 

gegenübergestellt (nCtrl=11, nd0 keine Lyse=6, nd0 Lyse=2, nd1 keine Lyse=6, nd1 Lyse=6, nd3 keine Lyse=9, nd3 

Lyse=9, nd5 keine Lyse=11, nd5 Lyse=6). In einer weiteren Analyse wurden die gemessenen MPO-

Mengen auf die entsprechenden Neutrophilenzahlen normiert (nCtrl=10, nd0=7, nd1=9, nd3=11, 

nd5=12)(nCtrl=10, nd0 keine Lyse=5, nd0 Lyse=2, nd1 keine Lyse=3, nd1 Lyse=6, nd3 keine Lyse=5, nd3 Lyse=6, nd5 

keine Lyse=8, nd5 Lyse=4) (Abb. 21). 



46 
 

Serum-MPO-Gehalt

Ctrl d0 d1 d3 d5
0

500

1000

1500

2000 **

*

M
P

O
 in

 n
g

/m
l

Serum-MPO-Gehalt bei Patienten
 mit bzw. ohne Thrombolyse

0

500

1000

1500

2000

d0 d1 d3 d5

M
P

O
 in

 n
g

/m
l

Serum-MPO-Gehalt bezogen
auf die Neutrophilenzahl

Ctrl d0 d1 d3 d5
0

100

200

300

400

M
P

O
 in

 n
g

/m
l

p
ro

 G
p

t/
l N

eu
tr

o
p

h
ile

Serum-MPO-Gehalt bei Patienten
mit bzw. ohne Thrombolyse

bezogen auf die Neutrophilenzahl

0

100

200

300

400

d0 d1 d3 d5

Kontrolle
keine Thrombolyse
Thrombolyse

M
P

O
 in

 n
g

/m
l

p
ro

 G
p

t/
l N

eu
tr

o
p

h
ile

A B

C D

 

Abbildung 21: Serum-MPO-Gehalt von Kontrollprobanden und Patienten mit Schlaganfall 

an Tag 0/1/3/5 in ng/ml (A), bezogen auf die Neutrophilenzahl (B); Darstellung als Scatter 

Plot (Median + Interquartilsabstand); Kruskal-Wallis Test, Post-hoc-Test: Dunn's Multiple 

Comparison Test; Serum MPO-Gehalt bei Patienten mit bzw. ohne Thrombolyse (C) bezogen 

auf die Neutrophilenzahl (D); Darstellung als Scatter Plot (Median + Interquartilsabstand); 

Mann-Whitney-U-Test; *p≤0,05 **p≤0,01 ***p≤0,001 

Nach dem Schlaganfall war der Serum-MPO-Gehalt an Tag 3 und 5 gegenüber dem MPO-

Gehalt altersentsprechender Kontrollen signifikant erhöht. Ähnliche Trends für Tag 0 und 1 

erreichten keine Signifikanz (Serum-MPO-GehaltCtrl (Median [Spannweite]) 115,1 ng/ml [12,89-1453 

ng/ml]; Serum-MPO-Gehaltd0 (Median [Spannweite]) 354,1 ng/ml [87,16-501,8 ng/ml]; Serum-MPO-

Gehaltd1 (Median [Spannweite]) 320,1 ng/ml [157,3-1299 ng/ml]; Serum-MPO-Gehaltd3 (Median 

[Spannweite]) 422,1 ng/ml [117,7-1952 ng/ml]; Serum-MPO-Gehaltd5 (Median [Spannweite]) 441,1 ng/ml 

[100,8-1656 ng/ml]; p=0,0176). 
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Bezogen auf die Neutrophilenzahl waren diese Effekte nicht mehr nachweisbar (Ctrl(Median 

[Spannweite]) 39,69 [3,632-340,3]; d0(Median [Spannweite]) 64,44 [26,82-152,6]; d1(Median [Spannweite]) 44,22 

[18,66-184,5]; d3(Median [Spannweite]) 57,10 [38,28-209,2]; d5(Median [Spannweite]) 81,33 [35,63-227,4]; 

p=0,3013). 

An den einzelnen Tagen ließ sich zwischen Proben von Patienten mit bzw. ohne Thrombolyse 

kein signifikanter Unterschied feststellen. Auch bezogen auf die Neutrophilenzahl gab es 

zwischen Patienten mit bzw. ohne Thrombolyse keinen signifikanten Unterschied. 

6.2.4 NE extrazellulär 

Analog zu den In-vitro-Experimenten mit rtPA wurde der extrazelluläre NE-Gehalt nach dem 

Schlaganfall mittels ELISA bestimmt. Um festzustellen, inwiefern sich die NE-

Serumkonzentration nach dem Schlaganfall ändert, wurde diese an Tag 0, 1, 3 und 5 gemessen 

und mit der von altersentsprechenden Kontrollprobanden verglichen (nCtrl=11, nd0=8, nd1=12, 

nd3=18, nd5=17). Zusätzlich wurden die Werte von Patienten mit und ohne Thrombolyse 

einander gegenübergestellt (nCtrl=11, nd0 keine Lyse=6, nd0 Lyse=2, nd1 keine Lyse=6, nd1 Lyse=6, nd3 keine 

Lyse=9, nd3 Lyse=9, nd5 keine Lyse=11, nd5 Lyse=6). Darüber hinaus wurden die gemessenen NE-Werte 

auf die entsprechende Neutrophilenzahl normiert (nCtrl=10, nd0=7, nd1=9, nd3=11, 

nd5=12)(nCtrl=10, nd0 keine Lyse=5, nd0 Lyse=2, nd1 keine Lyse=3, nd1 Lyse=6, nd3 keine Lyse=5, nd3 Lyse=6, nd5 

keine Lyse=8, nd5 Lyse=4) (Abb.22). 

Nach Schlaganfall war der Serum-NE-Gehalt an allen untersuchten Tagen signifikant höher als 

der von altersentsprechenden Kontrollen (Ctrl(Median [Spannweite]) 97,57 ng/ml [26,02-429,6 

ng/ml]; d0(Median [Spannweite]) 564,5 ng/ml [64,29-1542ng/ml]; d1(Median [Spannweite]) 583,8 ng/ml 

[187,8-367,8 ng/ml]; d3(Median [Spannweite]) 619,1 ng/ml [27,17-3874 ng/ml]; d5(Median [Spannweite]) 

696,6 ng/ml [49,27-1772 ng/ml]; p=0,0007). In einer separaten Analyse wurde untersucht, ob 

die NE-Menge zwischen Tag 0 und den übrigen Tagen variiert. Dies war jedoch nicht der Fall. 

Bezogen auf die Neutrophilenzahl verschwand der Effekt an Tag 1, die Effekte an Tag 3 und 5 

wurden schwächer (Ctrl(Median [Spannweite]) 29,06 [11,08-127,5]; d0(Median [Spannweite]) 130,3 [19,78-

327,3]; d1(Median [Spannweite]) 92,23 [22,67-293,3]; d3(Median [Spannweite]) 71,43 [38,92-571,7]; 

d5(Median [Spannweite]) 112,8 [17,41-427,8]; p=0,0142). 

An den einzelnen Tagen ließ sich zwischen Proben von Patienten mit bzw. ohne Thrombolyse 

kein signifikanter Unterschied feststellen. Allerdings sind die n-Zahlen in dieser Analyse für 
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eine aussagekräftige Auswertung sehr gering (nCtrl=11, nd0 keine Lyse=6, nd0 Lyse=2, nd1 keine Lyse=6, 

nd1 Lyse=6, nd3 keine Lyse=9, nd3 Lyse=9, nd5 keine Lyse=11, nd5 Lyse=6). Auch bezogen auf die 

Neutrophilenzahl gab es zwischen Patienten mit bzw. ohne Thrombolyse keinen signifikanten 

Unterschied. 
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Abbildung 22: Serum-NE-Gehalt von Kontrollprobanden und Patienten mit Schlaganfall an 

Tag 0/1/3/5 in ng/ml (A), bezogen auf die Neutrophilenzahl (B); Darstellung als Scatter Plot 

(Median + Interquartilsabstand); Kruskal-Wallis Test, Post-hoc-Test: Dunn's Multiple 

Comparison Test; Serum NE-Gehalt bei Patienten mit bzw. ohne Thrombolyse (C) bezogen 

auf die Neutrophilenzahl (D); Darstellung als Scatter Plot (Median + Interquartilsabstand); 

Mann-Whitney-U-Test; *p≤0,05 **p≤0,01 ***p≤0,001 

6.2.5 NE intrazellulär 

Die Quantifizierung der intrazellulären NE als Schlüsselenzym von Neutrophilen Granulozyten 

und Monozyten erfolgte mittels FACS. Es wurden Blutproben von Patienten an Tag 1, 3 und 5 

nach dem Schlaganfall untersucht und mit Proben von altersentsprechenden 

Kontrollprobanden verglichen (nCtrl=10, nd1=10, nd3=10, nd5=10). Erfasst wurde die Rate der 
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NE-positiven Neutrophilen Granulozyten bzw. Monozyten, sowie deren NE-Gehalt pro Zelle. 

Außerdem wurde der intrazelluläre NE-Gehalt von Neutrophilen Granulozyten bzw. 

Monozyten von Patienten mit und ohne Thrombolyse einander gegenübergestellt (nCtrl=10, 

nd1 keine Lyse=4, nd1 Lyse=6, nd3 keine Lyse=3, nd3 Lyse=7, nd5 keine Lyse=4, nd5 Lyse=6) (Abb.23). 

An keinem der untersuchten Tage gab es bezüglich der Rate NE-positiver Zellen bzw. des NE-

Gehalts pro Zelle signifikante Unterschiede zu den Werten der altersentsprechenden 

Kontrollgruppe. Dies galt sowohl für Granulozyten als auch für Monozyten. In der 

Gegenüberstellung von Patienten mit und ohne Thrombolyse fanden sich ebenfalls keine 

signifikanten Unterschiede bezüglich des intrazellulären NE-Gehalts von Neutrophilen 

Granulozyten und Monozyten. 
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Abbildung 23: Intrazellulärer NE-Gehalt der Proben von Kontrollprobanden und Patienten 

mit Schlaganfall an Tag 1/3/5; Rate NE-positiver Neutrophiler Granulozyten (A) und 

Monozyten (B) in Prozent, Darstellung als Scatter Plot (M ± SD); NE-Gehalt pro Zelle von 

Neutrophilen Granulozyten (C) und Monozyten (D), Darstellung als Balkendiagramm (M ± 

SD); One-Way ANOVA, Post-hoc-Test: Bonferroni's Multiple Comparison Test; NE Gehalt pro 

Zelle bei Patienten mit bzw. ohne Thrombolyse von Neutrophilen Granulozyten (E) und 

Monozyten (F), Darstellung als Balkendiagramm (M ± SD), Zweistichproben-t-Test; *p≤0,05 

**p≤0,01 ***p≤0,001 
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7 Diskussion 
7.1 rtPA 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Auswirkungen von rtPA auf unterschiedliche 

Abwehrmechanismen von Neutrophilen Granulozyten und Monozyten untersucht. Über 

mögliche Zusammenhänge zwischen rtPA und der Schlaganfall-assoziierten 

Immunsuppression ist bisher wenig bekannt. Jedoch finden sich aus unterschiedlichen 

Quellen Hinweise auf immunmodulatorische Effekte von rtPA. Carbone et al. konnten zeigen, 

dass die Inkubation von Neutrophilen mit rtPA zur Degranulation dieser Zellen führt (Carbone 

et al., 2015). Darüber hinaus fördert rtPA die Rekrutierung von Neutrophilen und Monozyten 

nach dem Schlaganfall (Uhl et al., 2014). 

In dieser Arbeit zeigten sich Einflüsse von rtPA auf die Phagozytose, den oxidativen Burst sowie 

die extrazellulär detektierte NE-Menge, während die NETose und die intrazellulären 

Enzymmengen unbeeinträchtigt blieben. 

Es konnte erstmals gezeigt werden, dass rtPA die Phagozytose von Neutrophilen Granulozyten 

und Monozyten beeinträchtigt. Zwar nahm die Anzahl phagozytierender Zellen geringfügig zu, 

die Phagozytoserate pro Zelle war durch rtPA jedoch in allen untersuchten Bedingungen 

vermindert. Eine gestörte Phagozytose kann zu erhöhten Infektionsraten führen, wie am 

Beispiel des systemischen Lupus erythematodes deutlich wird (Wu et al., 2013). Allerdings ist 

zu beachten, dass die hier gefundenen Einflüsse von rtPA auf die Phagozytose zwar statistisch 

signifikant aber in ihrer Ausprägung eher gering waren.  

Auch andere Abwehrmechanismen wie der oxidative Burst waren in den hier durchgeführten 

Versuchen durch rtPA beeinträchtigt. Bei Neutrophilen Granulozyten war der oxidative Burst 

nach Inkubation mit rtPA und mäßiger Stimulation (fMLP) vermindert. Durch starke 

Stimulantien (PMA, E. coli) konnte diese Beeinträchtigung jedoch überwunden werden. Bei 

den Monozyten zeigten mit rtPA behandelte Zellen sowohl bei schwacher (fMLP) als auch bei 

starker (PMA, E. coli) Stimulation einen verminderten Burst. Der Mechanismus, über den rtPA 

den oxidativen Burst verringert, bedarf weiterer Aufklärung. Andere Krankheitsbilder, bei 

denen der oxidative Burst verringert ist, beispielsweise die CGD, zeigen eine erhöhte 

Infektionsrate der Patienten (van den Berg et al., 2009). Durch den ischämischen Schlaganfall 

selbst kommt es ebenfalls zu einer Hemmung des oxidativen Bursts, wobei sowohl 

Neutrophile Granulozyten, als auch Monozyten betroffen sind (Ruhnau et al., 2014). Die hier 
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gefundenen Ergebnisse sprechen dafür, dass die Hemmung des oxidativen Bursts nach dem 

Schlaganfall durch rtPA sogar noch verstärkt ist. Eine mögliche Erklärung, warum dennoch bei 

Schlaganfallpatienten, welche eine Thrombolyse erhielten, keine erhöhte Infektionsrate 

auftritt, liefert die Tatsache, dass die in dieser Arbeit gefundene Hemmung des oxidativen 

Bursts verglichen mit der in vivo gefundenen(Ruhnau et al., 2014), relativ gering ist. 

Dieser Umstand könnte auch erklären, warum die NETose nach Inkubation mit rtPA nicht 

verringert war. Diese ist bekanntermaßen abhängig von ROI (Fuchs et al., 2007), welche durch 

die NADPH-Oxidase beim oxidativen Burst erzeugt werden. Trotz eines reduzierten oxidativen 

Bursts war die NETose in den hier durchgeführten Experimenten nicht beeinträchtigt. Die hier 

nachgewiesene verminderte ROI-Produktion scheint also auszureichen, um eine vollwertige 

NETose hervorrufen zu können. In jüngerer Vergangenheit gab es Berichte ROI-unabhängiger 

NETose (Gabriel et al., 2010). Ob diese hier eine Rolle spielt, bedarf weiterer Klärung. Jedoch 

wäre dies ein alternativer Erklärungsansatz für die unveränderte NETose nach Inkubation mit 

rtPA. 

MPO und NE sind Schlüsselenzyme in Neutrophilen Granulozyten und Monozyten mit 

wichtigen Aufgaben beim Abbau phagozytierter Pathogene (Odeberg et al., 1976; Weinrauch 

et al., 2002), sowie bei der NETose (Papayannopoulos et al., 2010). rtPA zeigte keinen Einfluss 

auf die intra- sowie extrazelluläre MPO-Menge. Dies entsprach nicht der Arbeitshypothese, da 

rtPA bekanntermaßen zur Degranulation von Neutrophilen Granulozyten führt (Carbone et 

al., 2015). Es wäre daher eine Minderung der MPO-Menge intra- sowie eine Erhöhung 

extrazellulär zu erwarten gewesen. In Übereinstimmung hiermit konnte eine positive 

dosisabhängige Korrelation von NE in den Überständen der rtPA-behandelten Proben 

festgestellt werden. Allerdings zeigte sich auch bei NE intrazellulär keine signifikante 

Verminderung. MPO und NE sind Bestandteil der azurophilen Granula, welche bei Stimulation 

nur mäßig degranulieren (Sengeløv et al., 1995). Auch bei starker Stimulation bleibt der 

Großteil dieser Granula intrazellulär (Sengeløv et al., 1995). Dies bietet eine 

Erklärungsmöglichkeit für die Tatsache, dass nach Inkubation mit rtPA intrazellulär keine 

Unterschiede der MPO- sowie NE-Konzentration detektierbar waren. Dass die sezernierte NE 

neu gebildet wurde und NE deswegen intrazellulär in unveränderter Quantität vorliegt ist 

unwahrscheinlich. Wie MPO wird NE ausschließlich in Promyelozyten gebildet, reife 
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Neutrophile Granulozyten und Monozyten haben die Synthesefähigkeit für diese Enzyme 

verloren (Theilgaard-Mönch et al., 2005). 

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass rtPA die Abwehrfunktionen von Neutrophilen 

Granulozyten und Monozyten leicht vermindert. Diese Beeinträchtigung scheint unabhängig 

von MPO und NE zu sein. Auf der anderen Seite verstärkt rtPA die Degranulation von 

Neutrophilen (Carbone et al., 2015). Dies bestätigte sich in dieser Arbeit durch die Erhöhung 

der extrazellulären NE-Menge. Warum es hier zu Unterschieden zwischen NE und MPO 

kommt, bedarf weiterführender Untersuchungen. 

In Untersuchungen anderer Forschungsgruppen finden sich bisher bei Schlaganfallpatienten 

keine Hinweise darauf, dass Patienten, die eine Lyse erhielten, eine höhere Infektionsrate 

aufweisen (Ruhnau et al., 2014; Wartenberg et al., 2011). Einerseits gibt es relativ wenige 

Untersuchungen, die sich diesem Thema widmen. Andererseits stellt sich die Frage, nach der 

klinischen Relevanz der in dieser Arbeit ermittelten Einflüsse von rtPA. 

Um die Bedeutung der hier gefundenen Effekte besser einordnen zu können, sollte geprüft 

werden, wie lange diese anhalten. rtPA hat eine Halbwertzeit von 5 Minuten (Herdegen, 2014, 

p. 161), die hier untersuchten Zellen haben lediglich eine kurze Verweildauer in der 

Zirkulation. Neutrophile Granulozyten und Monozyten zirkulieren ca. einen Tag lang. Erstere 

leben ein bis zwei Tage im Interstitium, letztere können als Makrophagen monatelang 

lebensfähig sein (Lüllmann-Rauch, 2009, p. 272,274). Daher ist anzunehmen, dass, die 

stärksten Effekte von rtPA auf das Immunsystem von Schlaganfallpatienten innerhalb der 

ersten Stunden bis Tage nach der Lyse auftreten. Bedingt durch die Lebensdauer von aus 

Monozyten entstandenen Makrophagen wären jedoch auch länger bestehende Effekte 

denkbar, wobei auch die Datenlage bezüglich langfristiger Effekte von rtPA auf das 

Immunsystem gering ist. Der Vergleich im klinischen Setting wird durch die Tatsache 

erschwert, dass Patienten mit und ohne Lyse per se unterschiedliche Populationen darstellen. 

So werden beispielsweise Patienten außerhalb des Lysefensters von 4,5 h oder mit 

Blutungsnachweis in der Bildgebung von einer Lysetherapie ausgeschlossen. In jedem Fall 

sollte die immunmodulatorische Funktion von rtPA bei der Auswertung klinischer Studien als 

möglicher Confounder berücksichtigt werden. 
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7.2 Schlaganfallpatienten 

Bereits in früheren Arbeiten unserer Arbeitsgruppe wurden die Abwehrmechanismen von 

Neutrophilen Granulozyten und Monozyten nach dem ischämischen Schlaganfall untersucht. 

So konnte gezeigt werden, dass der oxidative Burst und die NETose bei Schlaganfallpatienten 

vermindert sind, die Phagozytose ist jedoch nicht beeinträchtigt (Ruhnau et al., 2014). In der 

vorliegenden Arbeit wurden die Auswirkungen des ischämischen Schlaganfalls auf MPO und 

NE als mögliche Ursache für die beeinträchtigten Abwehrmechanismen von Neutrophilen 

Granulozyten und Monozyten untersucht. 

Es konnte gezeigt werden, dass MPO und NE nach dem Schlaganfall im Serum signifikant 

erhöht sind. Dies deckt sich mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen (Palm et al., 2018; 

Stowe et al., 2009; Tay et al., 2015). Nach unserer Kenntnis war bisher nicht erwiesen, ob 

dieser Anstieg von MPO und NE der auftretenden Leukozytose oder einer vermehrten 

Aktivität der einzelnen Zellen geschuldet ist. Wie schon bekannt, steigen die 

Neutrophilenzahlen nach dem Schlaganfall an (Vogelgesang et al., 2008). Im hier untersuchten 

Patientenkollektiv war dieser Anstieg ausschließlich an Tag 1 signifikant, was durch die geringe 

n-Zahl und die hohe Spannweite der Neutrophilenzahlen der Schlaganfallpatienten erklärt 

werden kann. Auch nach Normierung auf die Anzahl der neutrophilen Granulozyten war die 

gemessene Konzentration von NE, nicht aber von MPO nach dem Schlaganfall signifikant 

höher als bei den Kontrollprobanden. Die erhöhte Enzymmenge beruht somit zum Teil auf der 

erhöhten Zahl Neutrophiler Granulozyten, zum Teil jedoch auf anderen Mechanismen. Ob die 

verstärkte Detektion von MPO und NE nach dem Schlaganfall auch durch eine verstärkte 

Freisetzung aus Monozyten zustande kommt, wurde in dieser Arbeit nicht untersucht. Hier ist 

zu bedenken, dass Neutrophile Granulozyten im Blut etwa zehnmal so häufig vorkommen wie 

Monozyten (Lüllmann-Rauch, 2009, p. 265). Bekanntermaßen steigt die Anzahl der 

Monozyten nach dem Schlaganfall (Grau et al., 2001), allerdings nicht so stark, dass dies den 

in dieser Arbeit gemessenen ca. 5-fachen Anstieg von NE und den ca. 4-fachen Anstieg von 

MPO nach Schlaganfall erklären würde. Auch nach Normierung auf die Anzahl der 

Neutrophilen Granulozyten war NE beispielsweise an Tag 5 bei Schlaganfallpatienten etwa 

viermal so hoch wie bei Kontrollprobanden. Es ist daher anzunehmen, dass die erhöhte Menge 

von NE zum Teil der verstärkten Degranulation der einzelnen Neutrophilen Granulozyten 

geschuldet ist. 
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In weiteren Versuchen unserer Arbeitsgruppe zeigte sich die MPO nach dem Schlaganfall 

intrazellulär vermindert. (Vogelgesang et al., 2017). In Übereinstimmung mit diesen 

Ergebnissen findet sich in der vorliegenden Arbeit ein Anstieg der MPO-Konzentration im 

Serum von Schlaganfallpatienten. Dieser war allerdings an Tag 3 und 5 signifikant, während 

die intrazelluläre Verminderung von MPO in Granulozyten an Tag 1 detektiert wurde 

(Vogelgesang et al., 2017). Bei der Einordnung dieser Ergebnisse muss berücksichtigt werden, 

dass bei der Detektion von MPO intra- und extrazellulär nicht dieselbe Patientenpopulation 

betrachtet wurde und beide Versuche zudem mit geringen n-Zahlen durchgeführt wurden. 

Eine Wiederholung der Experimente mit einer gemeinsamen größeren Patientenzahl könnte 

klären, ob es nach Schlaganfall bei intrazellulärer Verminderung von MPO tatsächlich zu einem 

verzögerten Anstieg dieses Enzyms im Serum kommt, oder ob aufgrund der hier vorhandenen 

geringen n-Zahl und Spannweite der Daten ein gleichzeitiger intrazellulärer Abfall und 

extrazellulärer Anstieg von MPO nicht detektierbar waren. 

Unter Berücksichtigung des Anstiegs von NE im Serum von Schlaganfallpatienten wäre eine 

Verminderung des intrazellulären NE-Gehalts zu erwarten gewesen. Eine solche 

Verminderung erreichte in der vorliegenden Arbeit keine Signifikanz. 

Wie schon in den In-vitro-Experimenten mit rtPA besteht eine Diskrepanz zwischen den intra- 

und extrazellulär detektierten Enzym-Mengen. Eine mögliche Erklärung ist, wie oben 

angeführt, dass der geringe Anteil von NE, der nach extrazellulär abgegeben wird, nicht 

ausreicht, um die intrazelluläre Menge dieser Enzyme nachweislich zu reduzieren. Wie schon 

bei den In-vitro-Versuchen erscheint auch hier eine Neubildung der Enzyme zur Erklärung der 

beobachteten Unterschiede wenig wahrscheinlich (Theilgaard-Mönch et al., 2005). 

Zudem bestehen, wie schon in den In-vitro-Versuchen Unterschiede zwischen MPO und NE, 

was unerwartet ist, da beide Enzyme im selben Zellkompartiment gespeichert werden. 

Während in weiteren Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe für MPO eine intrazelluläre 

Verminderung in Neutrophilen Granulozyten detektiert wurde (Vogelgesang et al., 2017), 

konnte dies in der vorliegenden Arbeit für NE nicht nachgewiesen werden. Während der 

Anstieg von MPO im Serum nur an Tag 3 und 5 signifikant war, erreichte dieser für NE an allen 

untersuchten Tagen Signifikanz. Auch nach Normierung auf die Anzahl der am jeweiligen Tag 

vorhandenen Neutrophilen Granulozyten war NE nach dem Schlaganfall im Serum signifikant 

erhöht, was für MPO nicht der Fall war. Wie für die In-vitro-Versuche stellt sich somit die 
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Frage, ob MPO und NE nach dem Schlaganfall getrennt voneinander reguliert werden. Und 

falls ja, welche Mechanismen hier zugrunde liegen. Es sind bereits Situationen beschrieben, in 

denen MPO und NE getrennt voneinander die azurophilen Granula von Neutrophilen 

Granulozyten verlassen (Metzler et al., 2014; Papayannopoulos et al., 2010). Ob dies auch hier 

der Fall ist, oder ob NE nicht doch auch nach dem Schlaganfall intrazellulär vermindert ist, 

bedarf weiterer Untersuchungen. 

Im ersten Teil der Arbeit konnte gezeigt werden, dass rtPA die extrazelluläre NE-Menge 

erhöht, während die extrazelluläre MPO-Menge, sowie der intrazelluläre MPO und NE-Gehalt 

unverändert bleiben. Die rtPA-Effekte auf NE konnten in vivo extrazellulär nicht 

wiedergefunden werden. Insgesamt zeigten sich weder für MPO noch für NE Unterschiede 

zwischen Proben von Patienten, die eine Thrombolyse erhalten hatten und denen, die keine 

Thrombolyse erhalten hatten. Allerdings waren die n-Zahlen für diese Betrachtungen sehr 

gering. 

Aus den in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnissen lässt sich ableiten, dass der Anstieg von 

MPO und NE nach dem Schlaganfall teilweise der erhöhten Anzahl der Neutrophilen 

Granulozyten nach dem Schlaganfall, teilweise aber auch anderen Mechanismen geschuldet 

ist. Die Minderung der Abwehrfunktionen von Neutrophilen Granulozyten und Monozyten ist 

wahrscheinlich nicht auf eine intrazelluläre Verminderung von NE zurückzuführen. rtPA 

scheint in vivo keine biologisch relevanten Effekte auf MPO und NE zu haben, zur 

abschließenden Klärung bedarf es jedoch weiterer Untersuchungen. 

7.3 Limitationen der Arbeit und offene Fragen 

Bei den hier durchgeführten Versuchen mit rtPA und jungen gesunden Spendern handelt es 

sich ausschließlich um In-vitro-Experimente. Diese können nicht die tatsächliche Situation im 

Patienten abbilden. Die untersuchten Probanden sind erheblich jünger als typische 

Schlaganfallpatienten, das Immunsystem verändert sich jedoch mit dem Alter. So nehmen 

beispielsweise ROI-Produktion, NETose und Phagozytose von Neutrophilen Granulozyten ab 

(Tseng et al., 2014; Wessels et al., 2010). Hoy et al. konnten zeigen, dass die MPO-

Konzentration im Serum altersabhängig ansteigt (Hoy et al., 2001). Auch NE unterliegt 

altersabhängigen Veränderungen. Varga et al. konnten eine veränderte Regulation der NE-

Aktivität im Alter nachweisen (Varga et al., 1992). Eine Wiederholung der Untersuchungen mit 

älteren Probanden wäre denkbar. Allerdings wäre diese durch viele Einflussfaktoren, u.a. 
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Komorbiditäten und Medikation, erheblich erschwert. Darüber hinaus können, unabhängig 

vom Alter, bei Kontrollprobanden nur die zirkulierenden Neutrophilen Granulozyten und 

Monozyten aus den Blutproben untersucht werden. Diese Experimente liefern somit keine 

Information über die Zellen des marginalen Pools und die Knochenmarksreserven, welche bei 

den Neutrophilen Granulozyten zehnmal so groß sind wie die zirkulierende Menge an Zellen 

(Lüllmann-Rauch, 2009, pp. 272–273). Auch über Zellen im Gewebe (ausgewanderte 

Neutrophile Granulozyten und Makrophagen) lässt sich mit diesen Experimenten keine 

Aussage treffen. Bei der Diapedese werden Neutrophile Granulozyten aktiviert (Sengeløv et 

al., 1995), sodass eine stärkere Ausprägung der Abwehrmechanismen dieser Zellen denkbar 

ist. 

Bei den In-vitro-Experimenten wurde untersucht, wie sich Neutrophile Granulozyten und 

Monozyten nach Inkubation mit rtPA und anschließender Stimulation verhalten. Ob allerdings 

rtPA selbst beispielsweise direkt NETose oder oxidativen Burst auslöst, wurde nicht 

untersucht. Hierzu sind weitere Versuche nötig. (vgl. (Carbone et al., 2015)). 

Ein weiterer zu berücksichtigender Aspekt ist, dass bei den intrazellulären Färbungen von MPO 

und NE nicht gesagt werden kann, in welchem Zellkompartiment sich beide Moleküle 

befinden. Durch proinflammatorische Stimulation, beispielsweise mit PMA, können MPO 

(Kindzelskii et al., 2006) und NE (Owen et al., 1995) an die Zelloberfläche von Neutrophilen 

Granulozyten gebracht werden. Darüber hinaus können MPO und NE aus den azurophilen 

Granula in den Zellkern gelangen (Papayannopoulos et al., 2010). Die hier angewandten FACS-

Färbungen geben über die genaue Lokalisation von MPO und NE in der Zelle keinen Aufschluss. 

Daneben ist zu beachten, dass bei allen Experimenten eine recht geringe n-Zahl vorliegt. Bei 

den In-vitro-Versuchen mit rtPA waren dies 10 Probanden pro Experiment. Für die Versuche 

mit Blut von Schlaganfallpatienten waren die n-Zahlen etwas größer. Für die extrazellulären 

Messungen von MPO und NE gelang eine Erhöhung der n-Zahl auf 23 Schlaganfallpatienten 

und 11 Kontrollprobanden, allerdings auf Kosten der Identität mit dem Patientenkollektiv, 

welches für die intrazellulären Messungen verwendet wurde (Schlaganfall 12, Kontrolle 10). 

Bei den intrazellulären Messungen war die Zahl der Schlaganfallpatienten leider zu gering, um 

Patienten mit und ohne rtPA aussagekräftig vergleichen zu können. 

Abschließend ist zu bemerken, dass in den Versuchen mit Blutproben von 

Schlaganfallpatienten lediglich die Neutrophilen Granulozyten als Quelle von MPO und NE 
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untersucht wurden. Monozyten wurden hier nicht betrachtet, obwohl diese, wenn auch in 

geringerem Maß, ebenfalls MPO und NE beinhalten. Allerdings machen Monozyten einen so 

geringen Anteil der Leukozyten aus, dass hier sehr große n-Zahlen nötig gewesen wären, um 

etwaige Unterschiede zu detektieren. 

7.4 Zusammenfassung der Ergebnisse und Ausblick 

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass rtPA die Phagozytose und den 

oxidativen Burst von Neutrophilen Granulozyten und Monozyten mäßig vermindert, 

andererseits jedoch die extrazelluläre NE-Menge erhöht. Des Weiteren wurde gezeigt, dass es 

nach dem ischämischen Schlaganfall neben der Leukozytose zur Degranulation kommt. 

Der Nutzen von rtPA überwiegt ganz klar die möglichen Risiken, die durch eine 

Immunmodulation des Medikamentes entstehen könnten. Jedoch sollte man sich dieser 

Immunmodulation bewusst sein. Eventuell könnten in Zukunft die Kombination von rtPA mit 

immunmodulatorischen Therapieansätzen die Prognose von Schlaganfallpatienten 

verbessern. 
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8 Zusammenfassung der Arbeit 
Der Schlaganfall hat Auswirkungen auf das Immunsystem. Die schlaganfallassoziierte 

Immunsuppression führt zu einer erhöhten Rate an Infektionen, was das Outcome für die 

Patienten verschlechtert. Die Abwehrfunktionen von Neutrophilen Granulozyten und 

Monozyten sind in diesem Zusammenhang beeinträchtigt. Bisher war weitgehend unklar, wie 

sich rtPA auf die Abwehrfunktionen von Neutrophilen Granulozyten und Monozyten auswirkt. 

Mithilfe der Blutproben von gesunden Spendern wurden Phagozytose, oxidativer Burst und 

NETose nach Inkubation mit rtPA untersucht. Während die Phagozytose und der oxidative 

Burst durch rtPA herabgesetzt waren, zeigte sich bezüglich der NETose kein Einfluss durch 

rtPA.  

MPO und NE tragen entscheidend zur Funktion der Abwehrmechanismen von Neutrophilen 

Granulozyten und Monozyten bei. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass nach 

Inkubation mit rtPA die freigesetzte Menge von NE, nicht aber die von MPO zunimmt. rtPA 

hat keinen Einfluss auf die intrazellulär detektierte Menge beider Enzyme. Die Effekte von rtPA 

auf Phagozytose und oxidativen Burst scheinen somit NE- und MPO- unabhängig zu sein. 

Nach dem Schlaganfall sind der oxidative Burst und die NETose bei Schlaganfallpatienten 

beeinträchtigt. MPO ist in Neutrophilen Granulozyten von Schlaganfallpatienten vermindert. 

Im Rahmen der hier durchgeführten Versuche konnte gezeigt werden, dass NE nach dem 

Schlaganfall intrazellulär nicht vermindert ist. Die Effekte des Schlaganfalls auf oxidativen 

Burst und NETose sind somit wahrscheinlich nicht abhängig von NE. 

MPO und NE sind nach dem Schlaganfall vermehrt im Serum nachweisbar. In dieser Arbeit 

konnte gezeigt werden, dass nicht allein die erhöhte Zahl Neutrophiler Granulozyten nach 

dem Schlaganfall hierfür verantwortlich ist. 

Die Frage, ob rtPA in vivo Einfluss auf MPO und NE hat, konnte nicht abschließend beantwortet 

werden und bedarf weiterer Klärung. 

Insgesamt sollte die Rolle von rtPA als Immunmodulator bei der Therapie von 

Schlaganfallpatienten und in der Auswertung von entsprechenden Studien Berücksichtigung 

finden. Die Mechanismen der Schlaganfall-assoziierten Immunsuppression bedürfen weiterer 

Aufklärung.  
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9 Anhang 

9.1 Material 
9.1.1 Verbrauchsmaterialien 

Bezeichnung Hersteller, Ort, Land 

Handschuhe (Peha-soft® nitrile fino powderfree) Paul Hartmann AG, Heidenheim, Deutschland 

Desinfektionsmittel (AHD 2000®(Lysoform)) Dr. Hans Rosemann GmbH, Berlin, Deutschland 

Mullkompressen Fuhrmann GmbH, Much, Deutschland 

Butterfly (BD Vacutainer® SafetyLokTM Blood 

Collection Set) 

Beckton, Dickinson and Company, Franklin 

Lakes, USA 

Adapter (BD Vacutainer® SafetyLokTM One Use 

Holder) 

Beckton, Dickinson and Company, Franklin 

Lakes, USA 

Blutröhrchen, heparinisiert (BD Vacutainer® LH 

(Lithium Heparin) PSTTM) 4,5 ml 

Beckton, Dickinson and Company, Franklin 

Lakes, USA 

Blutröhrchen, EDTA (BD Vacutainer® K2E (EDTA)) 

2ml, 6 ml 

Beckton, Dickinson and Company, Franklin 

Lakes, USA 

Transferpipetten 6 ml Sarstaedt, Nümbrecht, Deutschland 

Serologische Pipetten (5, 10, 25 ml) Sarstaedt, Nümbrecht, Deutschland 

Pipettenspitzen  

ep T.I.P.S. Standard 2-200 µl, 50-1000 µl, 

0,1-5 ml 

Pipettenspitzen 10 µl, farblos 

 

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

 

Sarstaedt, Nümbrecht, Deutschland 

Eppendorf-Reaktionsgefäße  

(0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml) 

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

FACS-Röhrchen 5 ml Polystyrene Round Bottom 

12x75 mm 

Corning Science México S.A. de C.V., Reynosa, 

Mexiko  

15 ml Falcons (Röhre 15 ml 120x17 mm, PP) Sarstaedt, Nümbrecht, Deutschland 

50 ml Falcons (50 ml Polypropylene Conical 

Tube, 30x115 mm style) 

Corning Science México S.A. de C.V., Reynosa, 

Mexiko  

24-Well-Platten (BD Falcon Multiwell) BD Biosciences, Franklin Lakes, USA 

9.1.2 Chemikalien, Antikörper, Testkits, Lösungen 

Bezeichnung Hersteller, Ort, Land 

rtPA-Stocklösung (Actilyse® 10 mg/10ml) Boehringer Ingelheim, Ingelheim am Rhein, 

Deutschland 

Komplettmedium (KM)  
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500 ml RPMI 

 

 

10 ml L-Glutamine 200 mM 

10 ml Penicillin/Streptavidin (Pen/Strep) 

 

50 ml AB-Serum 

 

 

 

5 ml HEPES 

 

Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

Deutschland 

 

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland 

gibco by Life Technologies, Carlsbad, USA 

 

gepoolt, steril filtriert aus der Abteilung der 

Transfusionsmedizin der Universitätsmedizin 

Greifswald, Deutschland 

 

gibco by Life Technologies, Carlsbad, USA 

PBS (DPBS w/o Ca and Mg, sterile filtered) PAN-Biotech, Aidenach, Deutschland 

Phagotest  

PhagotestTM-Kit Glycotope Biotechnology GmbH, Heidelberg, 

Deutschland 

APC anti-human CD14 Antibody (Clone: HCD14, 

Isotyp: Mouse IgG1, kappa) 

BioLegend, Inc., San Diego, USA 

DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol)-Lösung (10 

µg/ml) 

1 µl DAPI-Stock-Lösung (1mg/ml) 

 

99 µl PBS (siehe oben) 

 

 

Bereitgestellt vom Labor Immunologie, 

Universitätsmedizin Greifswald 

FITC-Stain for compensation (FITC Mouse IgG1, 

kappa isotype control, Clone MOPC-21) 

BioLegend, Inc., San Diego, USA 

Beads (BDTMCompBeads Anti-Mouse Ig, 

kappa/Negative Control Compensation particle 

set) 

BD Biosciences, San Jose, USA 

Oxidativer Burst  

BursttestTM-Kit Glycotope Biotechnology GmbH, Heidelberg, 

Deutschland 

V450 CD14 (Mouse BALB/c IgG2b, κ 

Clone: MφP9 (also known as MφP-9) (RUO)) 

 

BD Biosciences, San Jose, USA 
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V450 Mouse IgG2b, κ Isotype Control, Clone 27-

35 (RUO) 

BD Biosciences, San Jose, USA 

Beads (siehe oben) (siehe oben) 

NETose  

PBS (siehe oben) (siehe oben) 

Histopaque-1119 Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

Deutschland 

PercollPlus Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

Deutschland 

HBSS,(+) CaCl2, (+) MgCl2 gibco by Life Technologies, Carlsbad, USA 

Trypanblau-Lösung (1:1 in PBS (siehe oben)) Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

Deutschland 

PMA (siehe Phagoburst-Kit Reagenz D) Glycotope Biotechnology GmbH, Heidelberg, 

Deutschland 

fMLP (siehe Phagoburst-Kit Reagenz C) Glycotope Biotechnology GmbH, Heidelberg, 

Deutschland 

Sytox-Vorverdünnung 50 Mikromolar 

100 µl Sytox Green Nucleic Acid Stain 5 mM 

9900 µl PBS (s.oben) 

 

Invitrogen by Life Technologies, Carlsbad, USA 

 

MPO-NE-Färbung intrazellulär  

Human FoxP3 Buffer Set BD Pharmingen, Heidelberg, Deutschland 

Waschpuffer 

100 ml PBS (siehe oben) 

1 ml 10 % Natriumazid(NaN3) 

0,5 g BSA (ImmunO Bovine Albumin)  

 

 

Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe, Deutschland 

MP Biomedicals GmbH, Eschwege, Deutschland 

Fc-Rezeptor-Block (FcR Blocking Reagent human) Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Deutschland 

FITC anti-human MPO Flow kit BioLegend, Inc., San Diego, USA 

Anti-human MPO FITC (Clone MPO421-8B2, 

Isotyp: Mouse IgG1, kappa) 

BioLegend, Inc., San Diego, USA 

Mouse IgG1 isotype control FITC (Clone MOPC-

21, Isotyp: Mouse IgG1, kappa) 

BioLegend, Inc., San Diego, USA 

Monoclonal Mouse Anti-Human Neutrophil 

Elastase (Clone NP57, Isotype: IgG1, kappa) 

Dako Denmark A/S, Glostrup, Dänemark 
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Negative Control Mouse IgG1 (Clone DAK-GO1, 

Isotyp: Mouse IgG1, kappa (anti Aspergillus 

niger)) 

Dako Denmark A/S, Glostrup, Dänemark 

PE Goat anti-mouse IgG (minimal x-reactivity) 

(Clone Poly4053) 

BioLegend, Inc., San Diego, USA 

APC anti-human CD14 Antibody (Clone: HCD14, 

Isotyp: Mouse IgG1, kappa) 

BioLegend, Inc., San Diego, USA 

MPO, NE extrazellulär  

MPO-ELISA (LegendMAXTM Human 

Myeloperoxidase ELISA Kit with Pre-Coated 

Plates) 

BioLegend, Inc., San Diego, USA 

NE-ELISA (AssayMaxTM Human Elastase ELISA Kit) Assaypro LLC, St. Charles, USA 

9.1.3 Geräte 

Bezeichnung Hersteller, Ort, Land 

Sterilbank (Sicherheitswerkbank HS18) Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland 

CO2-Inkubator (Modell 53) Binder Labortechnik, Hebertshausen, 

Deutschland 

Zentrifugen: 

Heraeus Megafuge 40R; Biofuge Fresco Heraeus 

Labofuge 400R 

 

Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland 

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA 

-80°C-Tiefkühler (Herafreeze Basic, Typ HFU 686 

Basic) 

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA 

Vortex (RELAX Top; 

Wizard IR Infrared Vortex Mixer) 

Heidolph, Schwabach, Deutschland 

VELP Scientifica, Usmate Velate, Italien 

FACS (BD LSR II) Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA 

Waage (Adventurer OHAUS, Item AR2140) Ohaus Corp., Pine Brook, USA 

Pipetten (Eppendorf Research 2.5, 10, 20, 100, 

200, 1000, 5000 µl) 

Transferpette®-8 20-200µl 

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

 

Brand GmbH + Co. KG, Wertheim, Deutschland 

Glasflaschen (Duran® Laborglasflasche GL 45; 

250, 500, 1000, 2000 ml) 

DWK Life Sciences, Wertheim, Deutschland 

Neubauer-Zählkammern LO-Laboroptik Ltd., Lancing, Großbritannien 

Eismaschine (Manitowoc Flockeneisbereiter) Manitowoc Deutschland GmbH, Herborn, 

Deutschland 
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Wasserbad (W1) VEB MLW Prüfgeräte-Werk, Medingen Sitz 

Freital, DDR 

Shaker (groß) (KLZ) ThermoFisher Scientific, Waltham, USA 

Shaker für Tubes (Mixing Block MB-102) Hangzhou Bioer Technology Co., Ltd., Hangzhou, 

China 

Lichtmikroskop (Wilovert 30) Helmut Hund GmbH, Wetzlar, Deutschland 

Fluoreszenzmikroskop (LEICA DMI 4000 B) Leica microsystems, Wetzlar, Deutschland 

MicroplateReader (Multiscan Ex Typ 355) ThermoFisher Scientific, Waltham, USA 

Kühlschrank +-20° Tiefkühler (KGT 3946 Index 

25/001) 

Liebherr, Bulle, Schweiz 

Kühlschrank (FKUv 1610 Index 22A/001) Liebherr, Bulle, Schweiz 

9.1.4 Software 

Bezeichnung, Version Hersteller, Ort, Land 

FACS-Diva Version 6.1.3 BD Biosciences, Franklin Lakes, USA 

FlowJoTM 7.5 (Dateiversion 8.0.0.0, 

Produktversion 8.0.0.0) 

Tree Star, Ashland, USA 

Microsoft Office Excel 2007 Microsoft Corporation, Redmond, USA 

GraphPad Prism für Windows, Version 5.01 GraphPad Software, San Diego, USA 

LAS AF 2.0.2 build 2038 Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland 

ImageJ 1.48v; Java 1.6.0_20 [64 bit] National Institutes of Health, Rockville, USA 

Microplate-Reader (Ascent Software for 

Multiscan Ascent (Dateiversion 1.0.0.0, 

Produktversion 2.6) 

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA 
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